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1.  Zusammenfassung 
Thlaspi  caerulescens  toleriert  und  hyperakkumuliert  Schwermetalle  wie  Zink, Nickel, Blei und Cadmium. Es  ist daher  in der Lage, Habitate zu besiedeln, die so viel  Schwermetalle  enthalten,  dass  sie  für  "normale"  Pflanzen  toxisch  sind.  Die Schwermetalle  werden  im  Spross  angereichert,  wobei  die  Metallgehalte nichtakkumulierender Pflanzen bis zu dreihundertfach überschritten werden und das  achtfache  der  Metallkonzentration  des  Bodens  erreicht  wird.  In  der biologischen  Forschung  wird  T.  caerulescens  daher  als  Modellsystem  zur Untersuchung von Schwermetallresistenz und ‐akkumulation eingesetzt.   Die  in  vitro  –  Kultur  ist  ein  essentielles  Werkzeug  für  die  moderne Pflanzenwissenschaft,  da  ganze Pflanzen, Organe und  sogar  isolierte Einzelzellen unter  kontrollierten  Bedingungen  kultiviert  und  definierten  Stresslevels ausgesetzt  werden  können.  Dennoch  wurde  für  T.  caerulescens  noch  kein standardisiertes Kultivierungsprotokoll etabliert.  Im  Rahmen  dieser  Masterarbeit  wurde  ein  optimiertes  in  vitro Kultivierungsprotokoll  erstellt,  in  dem  die  folgenden  Parameter  modifiziert wurden: Oberflächensterilisation der Samen, Aufhebung der Keimhemmung sowie Optimierung  des  Nährmediums  für  Keimung  und  Subkultivierung.  Die Bioverfügbarkeit  von  Zink,  Blei,  Nickel  und  Arsen  im  Medium  wurde  in unterschiedlichen Medientypen getestet, wobei verschieden Anionen als Gegenion verwendet  wurden.  Schwermetallkonzentrationen  wurden  mittels Atomabsorptionsspektroskopie  (AAS)  und  Massenspektrometrie  mit  induktiv gekoppeltem  Plasma  (ICP‐MS)  evaluiert,  Arsen  wurde  mittels Neutronenaktivierungsanalyse  quantifiziert.  Die  Reaktion  steriler  Pflanzen  auf ZnEDTA  und  ZnSO4  wurde  untersucht  und mit  Daten  vom  natürlichen  Standort verglichen.  Das  optimierte  Protokoll  beinhaltet  ein  Brechen  der  Keimruhe  mit  Hilfe  von Gibberelinsäure, eine Oberflächensterilisation der Samen mit H2O2, Samenkeimung auf halbkonzentriertem Murashige & Skoog Medium (MS/2) und Subkultivierung auf  vollkonzentriertem  Medium  nach  Nitsch  &  Nitsch  (1N)  mit  1%  Agar‐  und Saccharosegehalt bei einem pH‐Wert von 4,8 ohne Hormonanwendung. 
Zusammenfassung 
 4 
Die Wasserextrahierbarkeit der Schwermetalle aus den halbfesten Kulturmedium war hoch (≥50%) für alle Verbindungen und Konzentrationen von Zink, Nickel und Arsen,  sowie  für  20mM  Blei,  jedoch  niedrig  (<50%)  für  2  mM  Blei.  Die Schwermetalle  in Flüssigkultur mit  Faltenfilter  zeigten eine Verfügbarkeit <50%, mit Ausnahme von Nickel und 20mM Blei, sowie 20 mM Arsenat. 
T. caerulescens tolerierte Zinkstress auf Agar, zeigte aber ein rasches Absterben in Flüssigkultur.  Wachstumsraten  der  Kontrolle  und  der  ZnSO4‐Ansätze  waren ähnlich, jedoch stark reduziert auf ZnEDTA‐Agar und Flüssigkultur. 10 mM ZnSO4 wurde in vitro in ähnlichen Mengen akkumuliert wie am natürlichen Standort. Der Zusatz  von  EDTA  im  Medium  inhibierte  die  Zinkaufnahme,  ähnlich  wie  die Situation in Erde. 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2.  Abstract 
Thlaspi  caerulescens  (Brassicaceae)  tolerates  and  even  hyperaccumulates  heavy metals  like  zinc,  nickel,  lead  and  cadmium.  It  therefore  can  colonize  metal  rich habitats that are toxic for "normal" plants, and it even accumulates heavy metals in its  shoot  so  that  they  become  enriched  up  to  300  times  compared  to nonaccumulating  plants  or  eight  times  compared  to  the  soil,  respictively. Therefore,  T.  caerulescens  is  used  as  a  model  system  to  study  heavy  metal resistance and accumulation. In vitro culture and micropropagation is an essential tool  for  modern  plant  science,  as  plants,  organs  and  even  isolated  cells  can  be cultivated under controlled conditions and exposed to defined levels of stress. For 
T. caerulescens however, no standardized cultivation protocol has been established so far. Within the scope of this master thesis, an optimised cultivation protocol has been developed  and  the  following  parameters  were  modified:  Surface  sterilisation  of seeds,  breaking  seed  dormancy  and  optimisation  of  the  nutrient  media  for germination and subcultivation. The bioavailability of zinc, lead, nickel and arsenic in the media was tested using different anions in various supporting agents. Heavy metal concentrations were measured using Atomic Absorption Spectroscopy (AAS) and  Inductive  Coupled  Plasma  Mass  Spectroscopy  (ICP‐MS),  arsenic  was determined via Instrumental Neutron Activation Analysis. The reactions of sterile plants  towards ZnEDTA and ZnSO4 were  studied and compared  to data  from  the natural habitat.  The optimised protocol includes breaking of seed dormancy using Gibberelic Acid, surface  sterilisation  of  seeds  with  H2O2,  germination  on  half  concentrated Murashige & Skoog medium (MS/2) and subcultivation on Nitsch & Nitsch medium (1N) containing 1% agar, 1% sucrose at pH 4.8 and no additional hormons. Water extractability of heavy metals from semisolid cultivation medium was high (≥ 50%) for all species and concentrations of zinc, nickel and arsenic as well as for 20mM  lead,  but  low  (<50%)  for  2 mM  lead. Heavy metals  in  liquid  culture with folded filter showed an availability <50% except for nickel and 20mM lead and 20 mM arsenate, respectively. 
Abstract 
 6 
T.  caerulescens  tolerated  zinc  stress  on  agar,  but  died  quickly  in  liquid  culture. Growth  rates  were  similar  in  the  control  and  on  ZnSO4  on  agar,  but  strongly reduced  on  ZnEDTA  on  agar  and  in  liquid  culture.  Zinc was  taken  up  in  similar amounts  on  10mM  ZnSO4  as  at  the  natural  site.  The  addition  of  EDTA  to  the medium inhibited zinc uptake similar to the situation on soil. 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3.  Einleitung 
3.1.  Zielsetzung Die Untersuchung der Schwermetall‐Hyperakkumulation in Pflanzen ist nicht nur für  die  Grundlagenforschung  von  Interesse,  sondern  auch  von  besonderer ökologischer  und  gesellschaftlicher  Bedeutung.  Große  Gebiete  der  Erde  wurden seit Beginn des Bergbaus durch metallverarbeitende Betriebe mit Schwermetallen kontaminiert.  
Thlaspi  caerulescens  besiedelt  ein  weites  Spektrum  schwermetallkontaminierter Lebensräume  und  besitzt  eine  bemerkenswert  hohe  Schwermetalltoleranz.  Es akkumuliert  Schwermetallemengen  die  für  „normale“  Pflanzen  toxisch  wären. Dieses  Merkmal  macht  T.  caerulescens  zum  idealen  Modellorganismus  zur Untersuchung von Schwermetallstress.  Die Methode der in vitro – Kultur ist ein unverzichtbares Instrument der modernen Pflanzenbiologie.  Versuchspflanzen  können  unter  definierten  Bedingungen kultiviert  und  beliebigen  Stressfaktoren  ausgesetzt  werden.  Im  Rahmen  dieser Arbeit sollen die folgenden Fragen beantwortet werden: 
- Wie  kann  Thlaspi  caerulescens  mit  geringsten  Verlusten  in  die Gewebekultur überführt werden? 
- Welche  Kulturbedingungen  sind  für  ein  optimales  Wachstum  von  T. 
caerulescens notwendig?  
- In welchem Ausmass sind Schwermetalle unter  in vitro – Bedingungen  für die Pflanze verfügbar? 
- Wie  reagiert  T.  caerulescens  in  vitro  auf  verschiedene  Formen  von Schwermetallstress, wie weit werden Schwermetalle akkumuliert. 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3.2.  Schwermetalle 
3.2.1. Allgemeine Eigenschaften Die Gruppe der  Schwermetalle  beinhaltet  eine Vielzahl  von  technisch,  biologisch und  ökologisch  bedeutsamen  Elementen.  Die  Definition  des  Begriffes 
′Schwermetall’  erweist  sich  als  schwierig,  da  sich  keine  einheitliche Begriffserklärung  etabliert  hat.  Daher  sind  gängige  Begriffsdefinitionen  oft irreführend  und  widersprüchlich  (Duffus  2002).  Die  Gängigste  definiert Schwermetalle  als  Metalle  und  Halbmetalle  mit  Dichten  von  mehr  als  6  g/cm3 (Lepp  1981)  (Abb.3.1.).  Einige  zeichnen  sich  als  essentiell  für  Funktionen  im lebenden Organismus  aus,  andere  scheinen  ausschließlich  in  toxischer  Form mit Lebewesen zu reagieren. 
      Abb. 3.1.: Schwermetalle mit einer Dichte >6 g/cm3 im Periodensystem (Lepp 1981)  Im Allgemeinen haben Metalle Eigenschaften wie hohe thermische und elektrische Leitfähigkeit, metallischen Glanz,  kleine Elektronegativitäten,  sowie die Fähigkeit Elektronen  zu  verlieren  um  positive  Ionen  zu  bilden  (Latscha,  Kazmaier  et  al. 2005).  Halbmetalle  stehen  im  Periodensystem  und  in  ihrem  chemischen  sowie physikalischen Verhalten zwischen Metallen und Nichtmetallen (Abb.3.2.). Sowohl 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unter Metallen als auch unter Halbmetallen sind Schwermetalle zu finden. So sind z.B. die Schwermetalle Arsen und Antimon Halbmetalle, Zink, Blei oder Nickel sind klassische Metalle.                            
Abb.3.2.: Halbmetalle im Übergangsbereich zwischen Metallen und Nichtmetallen im Periodensystem (Lepp 1981)  Im  Rahmen  dieser  Arbeit  werden  als  'Schwermetalle'  Elemente  bezeichnet,  die eine Mindestdichte von 6 g/cm3 im metallischen Zustand aufweisen. Die Elemente Zink, Blei, Nickel und Arsen werden hierbei besonders berücksichtigt. Zu  den  umweltrelevanten  und  am  häufigsten  vorkommenden  Schwermetallen zählen  u.  a.  Arsen  (As),  Blei  (Pb),  Cadmium  (Cd),  Chrom  (Cr),  Eisen  (Fe),  Nickel (Ni), Kupfer (Cu), Mangan (Mn), Kobalt (Co), Quecksilber (Hg), Selen (Se) und Zink (Zn) (Alloway 1999). Untersuchungen von Schwermetallen in Ökosystemen haben gezeigt,  dass  häufig  Gebiete  in  der  Nähe  von  Ballungsräumen,  Erzgruben  oder größeren Straßensystemen aberrant hohe Konzentrationen an solchen Elementen aufweisen.  Förderung,  Produktion  und  Entsorgung  von  Metallen  und metallhaltigen  Materialien  führen  unvermeidlich  zu  Umweltverschmutzung.  In Tab. 3.1 werden Trends in der Metallproduktion und Schätzungen der in die Böden gelangenden Schwermetallmengen zusammengefasst. 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Tab. 3.1: Veränderungen in der Primärproduktion ausgewählter Metalle (Hammond, Paden et al. 1992) und  deren globale Schwermetallemission in den Boden (Nriagu and Pacyna 1988) Einheit = 103 t/Jahr  Es  ist  ersichtlich,  dass  zwar  Kupfer  in  wesentlich  größeren  Mengen  als  andere Schwermetalle produziert wird, jedoch Zink bei den globalen Emissionen an  erster Stelle steht. Über den dargestellten Zeitraum nahm die Produktion von Cd, Cu und Zn kontinuierlich zu, während die von Hg und Blei allmählich zurückging. Dennoch werden nach wie vor beachtliche Mengen dieser Schwermetalle  jährlich gewonnen  und  große  Mengen  werden  entweder  rezykliert  oder  in  nicht rückgewinnbarer Form in der Umwelt verteilt.    
3.2.2.  Biochemische und physiologische Eigenschaften   Viele Schwermetalle sind für die Pflanze lebensnotwendig und müssen in geringen, aber  entscheidenden  Mengen  im  Substrat  vorhanden  sein.  Diese  essentiellen Spurenelemente sind nach Alloway (1999) folgendermaßen zu beurteilen: 
- Ohne eine ausreichende Zufuhr des Elements kann der Organismus weder wachsen noch seinen Lebenszyklus vollenden. 
- Das Element kann nicht zur Gänze durch ein anderes ersetzt werden. 
- Das  Element  übt  einen  direkten  Einfluss  auf  den  Organismus  aus  und  ist Teil seines Stoffwechsels. Solche essentiellen Spurenelemente werden als ‚Mikronährstoffe’ bezeichnet. Wird die  Pflanze  nicht  ausreichend  mit  diesen  Stoffen  versorgt,  beeinträchtigt  der Mangel  ihr  Wachstum.  Im  Gegensatz  dazu  wirkt  ein  Überangebot  eines Mikronährstoffs oft toxisch (Abb.3.3.).  
Metall  Jahresproduktion  
Weltweite 
SM­
Emissionen 
in Böden   1975  1980  1985  1990  1988 Cd  15,2  18,2  19,1  20,2  22,0 Cu  6739,0  7204,0  7870,0  8814,0  954,0 Ni  723,8  658,2  687,3  836,9  325,0 Pb  3432,2  3448,2  3431,2  3367,2  796,0 Zn  3975,4  4030,3  4723,1  5570,9  1372,0 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Abb.3.3.: Dosis‐Wirkungs‐Kurve eines essentiellen Spurenelements  aus Alloway (Alloway 1999)  Neben  den  Makroelementen  Kohlenstoff  (C),  Wasserstoff  (H),  Sauerstoff  (O), Stickstoff    (N),  Phosphor  (P),  Kalium  (K)  und  Schwefel  (S)  sind  nachfolgende Mikroelemente für Pflanzen essentiell: 
Tab.3.2.: Essentielle Mikronährstoffe für Pflanzen nach Kabata‐Pendias (1992)  Unter  diesen  Elementen  führt  besonders  die  Absenz  von    Bor,  Kupfer,  Eisen, Mangan, Molybdän und Zink zu einem Absterben der Pflanze.  Aufgrund  ihres  Vorkommens  in  einer  Vielzahl  von  Enzymen  und  anderen physiologisch  aktiven  Molekülen  sind  Mikronährstoffe  u.  a.  unerlässlich  für Genexpression,  für  die  Biosynthese  von  Proteinen,  Nukleinsäuren, Wachstumsregulatoren,  Chlorophyll  und  Sekundärstoffen,  sowie  für Kohlenhydrat‐  und  Lipidstoffwechsel  und  Stresstoleranz.  Ausserdem  sind Mikronährstoffe in die strukturelle und funktionelle Integrität der Biomembranen und anderer Zellkompartimente involviert (Rengel 1999).  
Aluminium (Al)  Eisen (Fe)  Rubidium (Rb) Bor (B)  Jod (I)  Silizium (Si) Kalzium (Ca)  Magnesium (Mg)  Titan (Ti) Chlor (Cl)  Mangan (Mn)  Vanadium (V) Kobalt (Co)  Molybdän (Mo)  Zink (Zn) Kupfer (Cu)  Natrium (Na)   Fluor (F)  Ni (Nickel) 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Überdurchschnittliche  Konzentrationen  an  essentiellen  und  nicht‐essentiellen Metallen  führen  oft  zu  Phytotoxizität.  Nach  Kabata‐Pendias  u.  Pendias  (1992) dafür folgende Mechanismen auf biochemischer Ebene maßgeblich: 
- Veränderungen in der Permeabilität der Zellmembranen 
- Reaktion von Thio‐ (SH‐) Gruppen mit Kationen 
- Konkurrenz um Bindungsplätze für essentielle Metaboliten 
- Affinität zu Phosphatgruppen und aktiven Gruppen von ADP und ATP 
- Verdrängung essentieller Kationen  wie Ca2+ , Mg2+, K+, Na+ 
- Besetzung  von Bindungsstellen  für  essentielle Gruppen wie Phosphat  und Nitrat Pflanzenspezies  können  große  Unterschiede  in  ihrer  Empfindlichkeit  gegenüber Mikronährstoffmangel bzw. Schwermetallüberschuss im Boden zeigen. Obwohl die relative Toxizität verschiedener Metalle für unterschiedliche Genotypen variieren kann,  sind  die Metalle  Hg,  Cu,  Ni,  Pb,  Co  und  Cd  im Überschuss  für  Pflanzen  im Allgemeinen toxisch. 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3.2.3.  Zink 
 
Chemische Eigenschaften Zink  ist  ein  Übergangsmetall  mit  der  Ordnungszahl  30  und  nimmt  in  der Rangordnung der am häufigsten vorkommenden Elemente der Erde die 23. Stelle ein. Das Metall existiert unter Umweltbedingungen in der +2 Oxidationsstufe und ist  durch  seine  vollständige  d‐Schale  redoxstabil.  Es  kann  jedoch  auch  als  Anion auftreten.  Zink  formt  eine  Vielzahl  löslicher  Salze,  darunter  Halogenide,  Sulfate, Nitrate,  Formiate,  Acetate,  Thiocyanate,  Perchlorate,  Fluorsilikate,  Cyanide, Alkalimetallzinkate  und  Zinkammoniumsalze.  Schwer  lösliche  Stoffe,  z.B. Zinkammoniumphosphate, Zinkhydroxide und Zinkcarbonate, und eine Bandbreite von  löslichen  und  unlöslichen  organischen  Komplexen  treten    ebenfalls  auf (Broadley, White et al. 2007).  
Geochemische Verbreitung In der Lithosphäre herrscht eine durchschnittliche Zinkkonzentration von etwa 80 ppm. Diese nicht überdurchschnittlich grosse Menge an Zink  liegt meist  in Form von Sulfiden vor, etwa als Zinkblende (Sphalerit) oder Wurtzit. Es kann aber auch als Bestandteil von Silikaten auftreten (Collins 1981; Kiekens 1999).  Magmatisches  Gestein  hat  einen mittleren  Zinkgehalt  von  40 mg/kg  in  Graniten (saures Gestein)  und 100 mg/kg  in Basalten.  80‐120 mg Zink/kg  findet man bei Sedimentgestein, wie Tonschiefer und tonigen Gesteinen, der Gehalt in Sandstein, Kalkstein und Dolomit liegt jedoch darunter (10‐30 mg/kg) (Kiekens 1999).  
Zink im Boden Im Boden findet man einen durchschnittlichen Zinkgehalt von 10 bis 300 mg/kg.  Es  kann  aber  auch  zu  einer  überdurchschnittlich  hohen  Zink‐Konzentration  im Boden kommen. Diese kann entweder natürlichen Ursprungs sein, beispielsweise durch Erd‐Überlagerung eines  zinkreichen Mineralienuntergrunds, oder  sie kann anthropogen  bedingt  sein,  wie  z.B.  durch  Abraumhalden  von  Bergbauindustrie oder  landwirtschaftlicher  Bodennutzung  mit  Klärschlamm‐  Pestizid‐  und Düngereinsatz  (Collins 1981).  Im Unterschied zum durchschnittlichen Zinkgehalt im  Boden,  der  bei  50  mg/kg  liegt,  ist  die  Konzentration  der  Bodenlösung  mit 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weniger  als  2  ppb  viel  geringer.  Mehr  als  75%  des  vorhandenen  Zinks  liegt komplexiert vor (Hodgson, Lindsay et al. 1966). Zink kommt nach Kiekens 1999  im Boden in folgenden Formen vor: 
• Freie Zn2+ ‐Ionen und organische Zinkkomplexe in der Bodenlösung 
• adsorbiertes und austauschbares Zink in der Kolloidfraktion: gebunden an Tonteilchen, Huminstoffe, Eisen‐ und Aluminiumhydroxide 
• sekundäre Mineralien und unlösliche Komplexe in der festen Phase  Die Veränderung eines Bodenparameters, etwa des pH‐Wertes oder der Menge an Komplexbildern,  führt zu einer Verschiebung des gesamten Zinkgleichgewichts.  
Zink in der Pflanze Die  Essentialität  von  Zink  in  Pflanzen wurde  erstmals  von Mazé  (1915)  in Mais und von Sommer und Lipman (1926) in Gerste und zwergwüchsiger Sonnenblume beschrieben.  Zink  ist  das  zweithäufigste  Übergangsmetall  (nach  Eisen)  im  lebenden Organismus,  und  das  einzige  Metall  das  in  allen  sechs  Enzymklassen (Oxidoreduktasen,  Transferasen,  Hydrolasen,  Lyasen,  Isomerasen  und  Ligasen) vorkommt (Broadley, White et al. 2007; Moss o. J.). Die enzymatische Funktion und Reaktivität  von  Zink  wird  durch  unterschiedliche  geometrische  und  Bindungs‐Charakteristika von Zn2+‐Ligand‐Komplexen determiniert.  Zink  bindet  auch  an  eine Vielzahl  anderer  Proteine, wie  z.B. Membranlipide  und DNA/RNA‐Moleküle (Broadley, White et al. 2007). Zink  stellt  für  Pflanzen  ein  essentielles  Spurenelement  dar.  Eine  mangelnde Verfügbarkeit  und  in  Folge  unzureichende  Zinkaufnahme  führt  zu  einer Verschlechterung der physiologischen Funktionen. Akuter Zinkmangel äußert sich in  Pflanzen  durch  Wurzelspitzen‐Nekrose  (engl.  „dieback“),  während  subletaler Zinkmangel  zu  unregelmäßiger  Blattflächenchlorose  und  Zwischenaderchlorose (engl. „mottle leaf“), rötlich‐brauner bis bronzefarbener Blattpigmentierung (engl. „bronzing“)  und  zu  einer  Vielzahl  von  Auxindefizit‐ähnlichen  Symptomen  wie Internodienverkürzung (engl. „rosetting“) führt. Weitere Symptome sind  Einrollen der Blattspreite (Epinastie, engl. „goblet leaves“) und Verringerung der Blattgröße (Broadley, White et al. 2007).  Höhere Pflanzen nehmen Zink hauptsächlich  in Form von Zn2+  auf,  es kann aber auch  in  Form  von  Komplexen  aufgenommen  werden  (Kiekens  1999;  Broadley, 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White et al. 2007).  Löslichkeit und somit Verfügbarkeit des Zinks im Boden ist von einer  Vielzahl  von  Bodenparametern  abhängig:  Gesamtgehalt  des  Elements,  pH‐Wert,  organisches  Material,  Anzahl  und  Art  der  Adsorptionspositionen, Mikrobenaktivität und Feuchtigkeitszustand. Dazu kommen klimatische Faktoren sowie  Interaktionen  zwischen  Zink  und  anderen  Makro‐  und  Mikronährstoffen, sowohl in der Pflanze selbst als auch im System Boden Pflanze (Kiekens 1999). Zink‐Toxizität  aufgrund  von  überdurchschnittlicher  Schwermetallkonzentration im  Boden  äußert  sich  durch  mehrere  Symptome.  Solche  Toxizitätssymptome werden  üblicherweise  ab  einer  Konzentration  von  >300  mg  Zn/kg  Blatt‐Trockengewicht  sichtbar  (Marschner  1995).  Häufig  sind  eine  Verringerung  des Wachstums,  Verkümmerung  und  Missbildung  zu  beobachten.  Chlorosen  treten aufgrund  von  Chlorophyllsynthese‐Reduktion  und  Chloroplastenabbau  auf, ausserdem  wird  die  Aufnahme  von  Phosphor,  Magnesium  und  Mangan  durch überdurchschnittlichen Konzentrationen von Zink behindert.  
3.2.4.  Blei 
 
Chemische Eigenschaften Blei mit der Ordnungszahl 82 tritt in den beiden stabilen Oxidationsstufen +2 und +4 auf,  in der Umwelt findet man es aber nur als Pb2+. Das Metall hat die Fähigkeit, Kationen wie K+ in Silikatgittern und Ca2+ in Carbonaten und Apatiten isomorph zu ersetzen.  Darüber  hinaus  hat  Blei  eine  große  Affinität  zu  Schwefel  und  gehört daher zu den chalcophilen Elementen (Davies 1999). Anthropogen  zugeführte,  anorganische  Bleiverbindungen  verweilen  in unterschiedlichen  chemischen  Formen  im  Boden.    Von  Bedeutung  sind Bleicarbonate,  ‐oxidcarbonate  ,  ‐oxide,  ‐phosphate  und  Bleisulfate.    Weitere Verbindungen  werden  mit  Eisen‐Mangan‐Oxiden  und  organischem  Material gebildet (Ter Haar and Bayard 1971; Harrison, Laxen et al. 2002)  
Geochemische Verbreitung Das Element Blei hat keinerlei essentielle Relevanz oder positiven Nutzen für die Pflanze.  In  den  Focus  gelangt  Blei  durch  seine  hohe  Toxizität  gegenüber  einer Vielzahl  physiologischer  Prozesse  und  aufgrund  der  überdurchschnittlich  langen Verweilzeit in der Umwelt (Davies 1999). 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Der  durchschnittliche  Bleigehalt  des  Gesteins  der  Erdkruste  liegt  bei  etwa  6 mg/kg.  Die  Schätzungen  für  den  Bleigehalt  in  unbelasteten  Böden  schwanken stark.  Man  kann  jedoch  resümieren,  dass  Bleigehalte  in  Böden  abgelegener Regionen unter 20 mg/kg  liegen, wohingegen  in urbanen Regionen mit niedriger Verunreinigung Böden mit 30‐100 mg/kg Bleigehalt vorliegen. Die  stärkere Blei‐Verunreinigung  in  besiedelten  Gebieten  ist  auf  anthropogene  Emissionen zurückzuführen.  
Blei im Boden Böden stellen eine Senke für anthropogenes Blei dar. Das natürlich vorkommende sowie  vom  Menschen  eingebrachte  Schwermetall  reichert  sich  meist  in  den obersten  Lagen  des Bodenprofils  an. Nach Davies  (1999)  schwanken Bleigehalte stark,  da  anthropogene  Emissionen  weltweit  unterschiedlich  stark  auf  Böden einwirken.  Blei gelangt aus einer Vielzahl von Quellen in den Boden: Bergbau und Verhüttung, Dung,  Klärschlammausbringung  in  der  Landwirtschaft  und  Autoabgase  (Köppe 1981) sind Hauptemissionsquellen.  Eingebrachte  Bleiverbindungen  verteilen  sich    auf  verschiedene  Kompartimente im  Boden,  die  Hauptkompartimente  sind  Bodenlösung,  Kationenaustausch‐  und Adsorptionsflächen  von  Ton  und  Humus,  gefällte  Bleiformen,  sekundäre  Eisen‐ und  Manganoxide,  Erdalkalicarbonate,  Bodenhumus  und  Silikatgitter  (Davies 1999).  Untersuchungen  von  Zimdahl  und  Skogerboe  (1977)  zeigen  dass  Böden relativ  große  Mengen  von  Blei  durch  Bindung  an  die  organische  Fraktion immobilisieren können.   
Blei in der Pflanze Blei verfügt über keinerlei positiven Nutzen für die Pflanze. Es kann von Wurzeln höherer  Pflanzen  aufgenommen  werden,  wobei  sich  die  Bioverfügbarkeit  als niedrig einstufen lässt, da Mobilität und Löslichkeit von Blei im Boden gering sind. Dennoch  kann  es  zu  einer  Gefährdung  des  Ökosystems  kommen  wenn  die Bleikonzentration  im Boden hoch  ist, denn unter bestimmten Bodenbedingungen (niedriger  Boden‐pH,  niedrige  Kationenaustausch‐Kapazität,  geringer  Gehalt  an Phosphor  und  organischem Material)  werden  große Mengen  an  Blei  mobilisiert und  können  dann  von Wurzeln  höherer  Pflanzen  aufgenommen werden  (Davies 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1999). Das Schwermetall wird primär  in den Wurzeln akkumuliert, ein Teil wird jedoch  auch  in  die  oberirdischen  Pflanzenteile  verlagert.  In  geringen  Mengen aufgenommenes  Blei  hat  im    Allgemeinen  keinen  toxischen  Effekt  auf  Pflanzen.  Überdurchschnittliche  Bleimengen  verursachen  jedoch  mehrere  toxische Symptome  wie  gestauchtes  Sprosswachstum,  Chlorosen  und  Störungen  des Wurzelwachstums. Blei‐Phytotoxizität  führt zu Inhibierung von Enzymaktivitäten und  der    Photosynthese,  Störung  des    Mineralstoff‐  und  Wasserhaushalts, Veränderungen  im  Hormonstatus  und  der Membranstruktur  und  –permeabilität (Sharma  and  Dubey  2005).  Blei  als  potenter  Umweltschadstoff  beeinflusst  nicht nur  das  Pflanzenwachstum  negativ,  sondern  auch  Nahrungsketten  und  ganze Ökosysteme.   
3.2.5.  Nickel  
Chemische Eigenschaften Nickel  mit  der  Ordnungszahl  28  kann  in  einer  Reihe  von  Oxidationsstufen auftreten.  Nur  Ni2+  ist  über  ein  breites  Spektrum  von  pH‐Werten  und Redoxbedingungen  im Boden stabil.   Ausserdem kann es durch  seinen dem Fe2+, Mg2+,  Cu2+  und  Zn2+  ähnlichen  Ionenradius  von  0,0065 nm  essentielle Metalle  in metallhaltigen Enzymen ersetzen und dadurch  Stoffwechselprozesse  stören oder sogar unterbrechen (McGrath 1999).   
Geochemische Verbreitung Der  durchschnittliche  Nickelgehalt  der  Erdkruste  liegt  bei  75  mg/kg Gesteinsmasse.  In der Rangordnung der am häufigsten vorkommenden Elemente der Erde nimmt es den 24. Platz ein und kommt daher doppelt so oft vor wie das Element Kupfer.  Nickel  gehört  zu  den  siderophilen  (eisenliebenden)  Elementen  und  reichert  sich daher  in  eisenreichen,  ultrabasischen  Gesteinen  an.    Als  ‚ultrabasische’  Gesteine werden  magmatische  Gesteine  mit  einem  SiO2‐Gehalt  unter  45  Volumsprozent bezeichnet  (Le Maitre  2005).  Aus  geschmolzenem basischem Magma  bilden  sich durch Abtrennung von Nickel Sulfiderzkörper wie z.B. Pentlandit [(Ni,Fe)9S8] oder Pyrit (FeS2). Weitere wichtige Nickelquellen sind wasserhaltige Magnesiumsilikate wie  Garnierit  [(Ni,Mg)6Si4O10(OH)8].  Ultrabasische  Gesteine  wie  Peridotit,  Dunit 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oder  Pyroxenit  weisen  die  höchsten  Nickelgehalte  auf,  während  sauere Erstarrungsgesteine  oder  alkalische  Gesteine  und  Sedimentgesteine  die niedrigsten Gehalte besitzen (McGrath 1999).  
Nickel im Boden Der  durchschnittliche  Gehalt  von  Nickel  in  Böden  liegt  nach  McGrath  (1999) weltweit  etwa  bei  20  mg/kg,  wobei  berücksichtigt  werden  muss,  dass  in verschiedenen Bodenarten große Unterschiede im Nickelgehalt auftreten können. Diese  Unterschiede  sind  auf    das  Boden‐Ausgangsmaterial  zurückzuführen.  Auf etwa Serpentinit gebildete Böden zeichnen sich neben hohem Chrom‐, Magnesium‐ und  Eisengehalt  durch  einen  besonders  hohen  Nickelgehalt  aus  (Brooks  1987). Dieser liegt zwischen 100‐7000 mg Ni/kg Serpentinboden. Unterdurchschnittliche Nickelgehalte  findet  man  meist  in  grobkörnig‐lehmigen,  sandigen  und  torfigen Böden, überdurchschnittliche Gehalte in tonreichen Substraten.  Wie bei allen Schwermetallen kann man eine große, vom Menschen eingebrachte Nickelmenge  in der Umwelt beobachten. Die anthropogen mobilisierte Menge an Nickel  welche  in  die  Biosphäre  gelangt  liegt  etwa  bei  470.000  Tonnen  pro  Jahr (Nriagu and Pacyna 1988). Zu den größten anthropogenen Nickelquellen zählt die Verbrennung von Heiz‐ und Treibstoffen, die zu einer atmosphärischen Deposition des Metalls in den Boden führt, und daher in Ballungsräumen und in der Nähe von Verkehrswegen sehr hoch sein kann.   Weiters kommt es durch Verbrennung von Kohle, Nickelbergbau und –verhüttung zu starken Nickelbelastungen der Umwelt. Klärschlämme  beinhalten  eine  beachtliche  Menge  an  Nickel,  dieses  stammt  aus natürlichen,  häuslichen  und  industriellen  Quellen  und  wird  bei  der Abwasserklärung  bevorzugt  in  den  organischen  Rückständen  angereichert. Schätzungen von Nriagu u. Pacyna (1988) ergaben, dass Böden weltweit jährlich 5 – 22⋅103 t Nickel durch Klärschlammentsorgung zugeführt werden.   Die Löslichkeit von Nickel im Boden ist stark pH‐abhängig. Im Allgemeinen nimmt die  Löslichkeit  und  somit  die Mobilität  des Metalls mit  sinkendem Boden‐pH  zu (McGrath 1999).  Nach  Sadiq  (1984)  ist  Nickelferrit  (NiFe2O4)  die  thermodynamisch  stabilste nickelhaltige  feste Phase  im Boden. Ni(OH)+ und Ni2+  ‐Ionen sind die wichtigsten Nickelarten  bei einem pH über 8,  in sauren Böden liegen vorwiegend Ni2+, NiSO4 
Einleitung 
 20 
und  NiHPO4  vor.  Das  schwerlösliche  Nickelsulfid  steuert  in  saurer  und reduzierender  Umgebung  die  Konzentration  von    Nickel  in  der  Bodenlösung. Herrscht  im  Boden  neben  niedrigem  pH  zusätzlich  hoher  Sauerstoffgehalt,  so erwartet man hauptsächlich die Nickelspezies Ni2+, NiSO4, NiHCO3+ und organische Komplexe.    An  alkalischen  Standorten  hingegen  kommt  hauptsächlich  NiCO3, NiHCO3+,  Ni2+  und  NiB(OH)4+  vor  (McGrath  1999).   Wie  bereits  erwähnt,  ist  die Verteilung  von  Nickel  zwischen  gelöster  und  fester  Phase  vom  pH‐Wert  des Bodens bestimmt. Die Mobilität des Schwermetalls  steigt mit  abnehmendem pH‐Wert und sinkender Kationenaustauschkapazität (Willaert and Verloo 1988).   
Nickel in der Pflanze Die  Bedeutung  von  Nickel  als  Bestandteil  des  Enzyms  Urease  in  Leguminosen wurde  erstmals  1975  von  Dixon  et  al.  (1975)  beschrieben.  Schliesslich  konnte Brown et al. (1987) auch für eine Nicht‐Leguminose, genauer für Hordeum vulgare (Gerste), die Essentialität von Nickel experimentell beweisen.  Nickelgehalte höherer Pflanzen von unbelasteteten, serpentinitfreien Böden liegen zwischen  0,1‐5  mg/kg  (Hutchinson  1981;  Brooks  1987).  Pflanzen  aus serpentinhaltigen  Gebieten  zeigen  üblicherweise  einen  Nickelgehalt  von  20‐100 mg/kg Trockensubstanz. Anscheinend gibt  es  eine positive Korrelation  zwischen der  von  Pflanzen  aufgenommenen Nickelmenge  und  der Metallkonzentration  im Boden  (McGrath  1999).  Die  bereits  oben  angeführten  Faktoren,  welche  die Löslichkeit  und  Austauschbarkeit  von  Nickel  in  Böden  erhöhen,  führen  zu  einer höheren Konzentration des Elements in der Pflanze.   Wie  auch  andere  Spurenelemente  wirkt  Nickel  oberhalb  der Durchschnittsexposition  auf  Pflanzen  toxisch.    Die  Symptome  bei  Nickeltoxizität sind  Blattchlorosen  bzw.  Gelbwerden  der  Blätter  mit  darauffolgender  Nekrose. Ausserdem  kommt  es  zu  gestauchtem  Wurzel‐  und  Sprosswachstum,  zu Deformationen  von  unterschiedlichen  Pflanzenorganen  und  anormaler Fleckenbildung auf Blättern und Stamm (Mishra and Kar 1974). 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3.2.6.  Arsen  
Chemische Eigenschaften Arsen  mit  der  Ordnungszahl  33  wird  im  Periodensystem  zur  Stickstoffgruppe gezählt.  In  dieser  Gruppe  kann  eine  Abnahme  der  Elektronegativität  mit zunehmender  Ordnungszahl  beobachtet  werden.  Die  daraus  resultierende Elektronegativität  von  Arsen  reicht  nicht  aus,  dem  Element  einen  deutlichen Metallcharakter  zu  verleihen  oder  die  Bildung  einfacher  Arsenkationen  zu ermöglichen,  daher  wird  Arsen  oft  als  Halbmetall  bezeichnet.  Betrachtet  man jedoch sein chemisches Verhalten im Boden,  so kann es als Nichtmetall angesehen werden,  das  kovalente  Bindungen  eingeht  bzw.  in  anionischen  Verbindungen auftritt (O'Neill 1999).   
Geochemische Verbreitung Mehr  als  2000  verschiedene  arsenhaltige Mineralien wurden bisher  identifiziert. Diese teilen sich in 60% Arsenate, 20% Sulfide und Sulfidsalze und 20% Arsenide, Arsenite,  Oxide  und  elementares  Arsen  auf  (Onishi  1969).  Zu  den  häufigsten Arsenmaterialien auf der Erde zählen Arsenkies und Arsenopyrit (FeAsS).  Arsen  tritt  in vielen Erzlagerstätten auf,  vorwiegend  in  sulfidisch mineralisierten (Boyle and Jonasson 1973). Die Konzentration von Arsen als Begleitbestandteil im Boden  schwankt  zwischen  einigen  ppm  und  mehreren  Prozent.  In  Erstarrungs‐ und  Sedimentgesteinen  liegen  die  häufigsten  Durchschnittswerte  bei  etwa  2 mg/kg (O'Neill 1999).  
Arsen im Boden Natürliche  Arsenquellen  im  Boden  sind  meist  Oxidsalze  und  schwefelhaltige Minerale. Arsen bindet bevorzugt mit Schwefel, was zu Folge hat, dass Arsen oft in sulfidischen  Erzvorkommen  zu  finden  ist.  Es  kann  in  Form  autarker Arsenmaterialien  oder  als  Spurenelement  anderer  Sulfidmineralien  auftreten (O'Neill 1999). Die Herkunft von anthropogen zugeführtem Arsen im Boden ist auf verschiedene Quellen  zurückzuführen.  Hierzu  zählen  der  Einsatz  von  landwirtschaftlichen Materialien  wie  Pestiziden  oder  Trocknungsmitteln,  industrielle  Klärschlämme 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und der Bergbau. Letzterer  führt durch Lagerung von Berge‐ bzw. Abraumgut zu Windverfrachtung und Ausschwemmung (Peterson, Benson et al. 1981). Arsen kommt im Boden als Oxoanion (Arsenat) mit der Oxidationsstufe +5 und als Arsenit mit der Oxidationsstufe +3 vor. Neben Sauerstoff werden auch mit anderen Liganden stabile Spezies gebildet (O'Neill 1999).   
Arsen in der Pflanze Phytotoxische Arsenkonzentrationen und Hintergrundwerte im Boden liegen sehr nah  beieinander  (Sheppard  1992). Der Grad der Arsenaufnahme  schwankt  stark zwischen  einzelnen  Pflanzenarten.  In  einigen  Meer‐  und  Süsswasserorganismen konnten hohe Arsenkonzentrationen in der Trockenmasse beobachtet werden. In terrestrischen Pflanzen findet man durchschnittlich geringere Konzentrationen als in den Böden (O'Neill 1999).  Die  Bioverfügbarkeit  von  Arsen  im  Boden  wird  durch  pH‐Veränderung  stark beeinflusst. Im Allgemeinen steigt die Verfügbarkeit mit sinkendem pH‐Wert. Die phytotoxische Wirkung von Arsen  lässt sich auf eine plötzliche Abnahme der Wassertransportfähigkeit  zurückführen  (O'Neill 1999). Eine Samenkeimung wird ebenfalls verhindert. Besonders wichtig  scheint die Strategie der Pflanze zu sein, wie  sie  erhöhte  Arsenkonzentrationen  ausschließen  kann, welches  sie  entweder durch  Verhinderung  einer  Arsenaufnahme  oder  durch  Deponierung  in unempfindlicheren Pflanzenteilen bewältigt. Aufnahme und Toxizität hängen auch von der Arsenspezies und dem verfügbaren Anteil  ab.  Arsenat  wird  stärker  aufgenommen  als  Arsenit  oder  Arsenat,  und  ist dadurch  auch  toxischer  für  die  Pflanze.  Anorganisch  gebundenes  Arsen  zeigt  in unterschiedlichen  Bodenarten  divergierende  Verfügbarkeiten,  was  ebenfalls entsprechende Auswirkungen auf die Phytotoxizität hat. 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3.3.   Schwermetallstandorte  
3.3.1.  Allgemein  Alle Böden der Erde,  in Abhängigkeit vom Muttergestein, können unterschiedlich große  Mengen  an  Schwermetallen  enthalten.  Aufgrund  dieser  weltweiten Verbreitung  metallhältiger  Substrate  kommen  Schwermetallböden  und Schwermetallvegetation in allen Klimaten der Erde vor (Ernst 1974).  In der Regel überschreiten Schwermetallgehalte im Boden nicht die Konzentration von 0,1%. In unbelasteten Böden ist der Gehalt an Zn, Cu, Pb, Ni, Co, Cd und Cr mit 0,0001% bis 0,065%  im Vergleich  zur Konzentration  an Mn und Fe  (0,002% bis 10,0%)  niedrig.  Im  Gegensatz  zu  sehr  niedrigen  Schwermetallgehalten  in  Böden gibt  es  aber  auch  Erzmineralien,  in  welchen  hohe  Konzentrationen  eines  oder mehrerer Schwermetalle zu  finden sind (Alloway 1999). Die so belasteten Böden werden als  Schwermetallstandorte bezeichnet  (Ernst 1974). Viele  Spurenmetalle können in hohen Konzentrationen toxisch für Tier und Pflanze  sein. Zu potentiell toxischen  Elementen  zählen  u.  a.  die  Elemente  Arsen,    Cadmium,  Kupfer,    Blei, Quecksilber, Molybdän, Nickel und Zink (Thornton 1981). Natürlich  vorkommende  Metallquellen  im  Muttergestein,  welche  durch Verwitterung  des  Grundgesteins,  Überlagerung  durch  Wind,  Wasser  und Vergletscherung,  freigegeben werden,  führen zu einem Eintrag von Metall  in den Boden  (Thornton  1981).  Dazu  kommen  eine  Vielzahl  anthropogener Quellen  für Metalle, die Böden und Umwelt beeinflussen.   
3.3.2.  Quellen für Metallverunreinigung  Nach  Freedman  u.  Hutchinson  (1981)    und  Alloway  (Alloway  1999)  können folgende  unterschiedliche Ursprünge für Schwermetallkontaminationen auftreten: 
- Natürliche  Quellen  wie  Verwitterung  des  Grundgesteins,  Oberflächenmineralisierung,  vulkanische  Ausgasungen, Selbstentzündungen und Waldbrände, , etc. 
- Landwirtschaftliche Anwendung von Sprühmitteln (metallhältige Pestizide, etc.), Bodenergänzungen und Klärschlämmen 
- Bergbau und Entsorgung von Abfall‐Erz auf Abraumhalden (Abb.3.4.) 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- Emissionen  von  Großindustrie‐Quellen  wie  Metallschmelzereien  und Raffinerien 
- Emissionen städtischer Versorgungsbetriebe wie Kohle‐ oder Ölkraftwerke (Verbrennung fossiler Brennstoffe) und (Müll‐)Verbrennungsanlagen  
- Emissionen von Fortbewegungsmitteln, im Besonderen Autoabgase 
- Kontaminationen von metallverarbeitenden Kleinindustrien  
- Verunreinigungen durch häusliche und kleingewerbliche Abfälle 
- Kriege und Manöver, Jagd und Sportschiessen  
 
Abb.3.4.: Abraumhalde in Ramingstein (Salzburg)  Bergbau  und  Verhüttung  nehmen  als  wichtige  Schwermetall‐Kontaminationsquellen  großen  Einfluss  auf  die  Umwelt.  Von  der  Industrie benötigte  Metalle  werden  aus  recyceltem  Schrott  oder  aus  dem  Abbau  von Erzlagerstätten  in  der  Erdkruste  gewonnen.  Erze  sind  natürlich  vorkommende Mineralansammlungen  mit  Metallgehalten  in  Konzentrationen,  die  ihren  Abbau rentabel machen. Durch eine zunehmende Metall‐Nachfrage und Verbesserungen der  Aufbereitungstechniken  werden  Erzlager  mit  immer  niedrigeren Metallgehalten  abgebaut.  Dies  hat  zur  Folge,  dass  eine  entsprechend  größere Gesteinsmenge für die Produktion gleicher Metallmengen abgebaut werden muss, 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was  zu  wesentlich  größeren  Abfallmengen  führt,  die  in  Abraumhalden  entsorgt werden  (Alloway  1999).  In  diesen  Bergehalden  findet  man  gemahlene Gesteinsbruchstücke  und  übrig  gebliebene  Erzpartikel,  die  im Aufbereitungsverfahren nicht abgetrennt wurden (Abb.3.4.).  Besonders in historischen Bergbaugebieten findet man hohe Metallgehalte in den Gesteinen der Abraumhalden. Diese Haldenmaterialien, die auch durch Wind und Wasser  verbreitet  werden  können,  stellen  eine  folgenschwere  Quelle  für Metallverunreinigungen  für  Böden  in  der  Umgebung  der  Halden  dar.  Durch Verwitterung und Oxidation der in den Boden gelangten Erzbruchstücke kommt es zur Verteilung der Metallionen im Bodensystem, die in Folge stärker bioverfügbar werden.  Viele Erze der Nichteisenmetalle sind Sulfide, welche im Boden durch Oxidation zu Sulfaten  werden  und  damit  zur  Versäuerung  des  Bodens  beitragen.  Die Versäuerung  führt  zu  weiterer  Erhöhung  der  Metall‐Verfügbarkeit  im  Boden (Freedman and Hutchinson 1981; Alloway 1999).   
3.3.3.  Schwermetallböden   Wie bereits erwähnt, kommen schwermetallreiche Substrate unter allen Klimaten der  Erde  vor.  Trotz  unterschiedlicher  Pedogenese  und  divergierenden klimatischen  Standortbedingungen  gibt  es  für  alle  Schwermetallböden  eine Übereinstimmung, nämlich den hohen Gehalt an Schwermetallen (Ernst 1974).  Die  Säure‐Base‐Eigenschaften  eines  Bodens  sind  ein  entscheidender  Faktor,  der das  chemische  Verhalten  von  Metallen  und  viele  andere  wichtige  Prozesse  im Boden steuert. Der pH‐Wert des Bodens bezieht sich auf die Konzentration der H+‐Ionen  in  der  Porenlösung.  Diese  befinden  sich  in  einem  dynamischen Gleichgewicht mit Metallkationen,  die  an  die  negativ  geladenen  Oberflächen  der Bodenteilchen gebunden sind. Die Bodenreaktion wird auch durch Veränderungen im  Redoxpotential  beeinflusst,  wie  sie  in  Böden  auftreten,  die  in  periodischen Abständen mit Wasser gespeist werden. Reduzierende Bedingungen führen in der Regel  zu  einer  Zunahme des  pH‐Werts,  oxidierende  hingegen  zu  einer Abnahme (Alloway 1999). 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Böden  können  den  pH‐Wert  über  weite  Bereiche  puffern,  Aluminiumhydroxidverbindungen,  Carbonate,  Hydrogencarbonate  und Kationenaustauschreaktionen  sind  dafür  zuständig  (Fairbridge  and  Finkl  1979). Trotzdem  kann  der  pH‐Wert  aufgrund  lokaler  Unterschiede  innerhalb  eines Bodens stark schwanken.  Grundsätzlich  sind  Schwermetalle  unter  sauren  Bedingungen  am mobilsten:  H+‐Ionen  haben  eine  höhere  Affinität  zu  negativen  Ladungen  der  Kolloidteilchen, folglich    konkurrieren  sie mit  den  gebundenen Metallionen,  die  daraufhin  gelöst werden  (Greger  1999).      Eine  Erhöhung  des  pH‐Wertes  durch  z.B.  Kalken  des Bodens verringert die Metall ‐ Bioverfügbarkeit.   Kolloidales  organisches  Material  in  Böden  übt  einen  weiteren  bedeutenden Einfluss auf deren chemische Eigenschaften aus. Alle Böden enthalten organisches Material, wobei Menge und Art beträchtlichen Schwankungen unterliegen können. Organisches  Bodenmaterial  wird  in  humose  und  nicht‐humoses  Bestandteile unterteilt,  die  sich  in  Zusammensetzung  und  Eigenschaften  stark  unterscheiden. Zu den nicht‐humosen Substanzen zählen biochemisch unveränderte Moleküle wie Aminosäuren oder Kohlenhydrate. Humose Substanzen sind saure Polyelektrolyte, die  sich  durch  sekundäre  Snythesereaktionen  unter  Mitwirkung  von Mikroorganismen  gebildet  haben  (Alloway  1999).  Sie  weisen  eine  Vielzahl funktioneller Gruppen wie Carboxy‐, phenolische Hydroxy‐, Carbonyl‐, Ester‐ und zum Teil auch Chinon‐ und Methoxygruppen auf (Fairbridge and Finkl 1979).   Tonmineralien,  ein  weiterer  wichtiger  Bodenbestandteil,  sind Verwitterungsprodukte  von Gesteinen und wirken  sich  stark  auf die  chemischen und physikalischen Eigenschaften des Bodens aus. Sie zeichnen sich durch große innere  Oberfläche  und  negative  Oberflächenladung  aus.  Tonmineralien  sind Schichtsilikate,  sie  bilden  zu  Ebenen  verbundene  SiO4‐Tetraeder  aus.  Die beteiligten  Sauerstoff‐ und OH‐Gruppen umgeben Kationen, meist Al3+, Mg2+, Fe2+ und Fe3+, oder Kationen mittlerer Größe wie Li+, Ti3+, V3+, Cr3+, Co2+, Ni2+, Cu2+ und Zn2+ (Alloway 1999).  Tonmineralien kommen typischerweise nicht in reiner Form vor, sie sind meist an Humuskolloide und gefällte Hydroxide gebunden. Solche kolloidalen Komplexe aus 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organischem  Material  und  Tonmineralien  spielen  bei  der  Steuerung  der Ionenkonzentration in der Bodenlösung eine bedeutende Rolle.   Das  Verhalten  und  die  Bioverfügbarkeit  von  Metallen  in  Böden  wird  durch  die Prozesse während der Adsorption von Metallen aus der flüssigen in die feste Phase bestimmt.  Diese  Vorgänge  steuern  die  Konzentrationen  der  Metallionen  und Komplexe in der Bodenlösung und üben damit einen wesentlichen Einfluss auf die Aufnahmeverfügbarkeit  für die Pflanze aus.  Zu  den  wichtigsten  Mechanismen  für  die  Adsorption  von  Metallen  gehören  der Kationenaustausch  als  unspezifische  Adsorption,  spezifische  Adsorption, Mitfällung und Reaktion mit organischen Komplexbildnern (Alloway 1999).   Die meisten Schwermetalle  treten  in der Bodenlösung überwiegend als Kationen auf. Ihre Adsorption hängt von der Dichte der negativen Oberflächenladungen der Bodenkolloide  ab.  Zur  Erhaltung  der  Elektroneutralität  wird  die  negative Oberflächenladung durch eine adäquate Anzahl an Kationen ausgeglichen (Alloway 1999).    Zum  Ionenaustausch  kommt  es  bei  Ersatz  der  an  der  Oberfläche angelagerten Gegenionen gegen Kationen aus der Bodenlösung. Dieser Prozess ist reversibel,  durch  Diffusion  gesteuert,  stöchiometrisch  und  meist  selektiv (Fairbridge  and  Finkl  1979).  In  Böden  ist  die  Austauschkapazität  für  Kationen wegen  der  großen  Zahl  an  negativen  Ladungen  auf  den  Kolloidoberflächen wesentlich  höher  als  für  Anionen.  Böden  mit  einer  hohen Kationenaustauschkapazität  erhöhen  die  Bindungswahrscheinlichkeit  der  Metallionen an negative Ladungen (Greger 1999).   Schwermetallkationen lagern sich an Bodenoberflächenliganden unter Ausbildung von  teilweise  kovalenten  Bindungen  an.  In  Folge  werden  Metallionen  in  einem wesentlich  größeren  Ausmaß  adsorbiert  als  dies  nach  der Kationenaustauschkapazität  eines  Bodens  zu  erwarten  ist.    Die  spezifische Adsorption ist stark vom pH‐Wert abhängig und verläuft analog zur Hydrolyse von Schwermetallionen  (Alloway  1999).  Das  bedeutet,  Metalle  die  häufig  in Hydroxokomplexen vorkommen, werden auch stark spezifisch adsorbiert. 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Feste Humusstoffe  adsorbieren Metalle  durch  die  Bildung  von  Chelatkomplexen. Aber  auch  nicht‐humose,  organische  Liganden  können  mit  Metallen  Komplexe eingehen.  Nach  Alloway  (1999)  können  humose  Stoffe  mit  aliphatischen  oder aromatischen  Hydroxy‐  sowie  Carboxyfunktionen  als  Reaktionsstellen  mit Metallionen  Koordinationskomplexe  bilden.  Carboxygruppen  spielen  bei  der Bindung  von Metallen  durch Humin‐  und  Fulvosäuren  eine  entscheidende  Rolle. Ein hoher Anteil an organischem Material im Boden hat eine Immobilisierung von Metallionen zur Folge (Greger 1999).   Nach  Ernst  (1974)  kann  die  Abgrenzung  eines  Schwermetall‐Standortes  von Böden  mit  durchschnittlicher  Versorgung  durch  die  Höhe  der  vorliegenden Schwermetallmengen  durchgeführt  werden.  In  Tab.  3.3.  sind  Obergrenzen  von Schwermetallgehalten normalversorgter Böden angeführt. 
Metall  Boden [µg/g]   Sandboden  Lehmboden Cd  1  1 Cr  15  30 Co  5  15 Cu  15  25 Hg  0,15  0,15 Mn  500  800 Mo  5  5 Ni  1  1 Pb  50  50 Zn  100  150 
Tab.3.3: Schwermetallgehalt‐Obergrenzen von nicht‐kontaminierten Böden (Greger 1999)  Schwermetallgehalte  in  Böden  über  saurem  Gestein  sind  niedriger  als  über basischem  Gestein.  Innerhalb  der  einzelnen  Bodenhorizonte  treten  erhebliche Unterschiede  im  Schwermetallgehalt  auf.  Häufig  sind  in  den  humusreichen Horizonten  Anreicherungen  und  in  den  darunterliegenden  Horizonten Verarmungen festzustellen (Ernst 1974).  In  Serpentinstandorten  findet man  eine  starke  Anreicherung  von  Ni,  Cr  und  Co, wohingegen  Galmei‐Böden, wie  z.B.  der  Standort  Ramingstein  (Murtal,  Salzburg, Ö), einen besonders hohen Gehalt an Zn, Pb und Cd aufweisen. 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3.4.  Schwermetallvegetation  Bereits 1588 wies Thallius auf die Zusammenhänge zwischen Schwermetallgehalt des  Bodens  und Vorkommen  bestimmter  Pflanzenarten  hin,  indem  er  auf  einem Erzstandort  im Harz  die  Verbreitung  von Minuartia  verna  beschrieb.  Der  Begriff 
„Erzpflanzen" wurde erstmals 1882 von Andrae,  „Schwermetallpflanzen" 1926 von WEIN  geprägt.    1979  folgen  Duvigneaud  u.  Denayer‐Desmet  mit  dem  Terminus 
„Metallophyten" (Punz 2001).   Metallophyten sind Pflanzen, die an überdurchschnittliche Metallgehalte angepasst sind  und  als  Zeigerpflanzen  für  Schwermetallstandorte  herangezogen  werden können  (Baker  1987;  Baker  and  Walker  1990;  Brooks  1998).  Sie  wachsen  auf Böden,  die  unabhängig  von  klimatischen  Unterschieden  Gemeinsamkeiten besitzen, auf deren Grundlage eine überregional geltende Untergliederung möglich ist.  Aufgrund  der  speziellen  physiologischen  Anforderungen  an  vorkommende Pflanzengesellschaften  kommt  es  zu  einer  Speziation  ausgewählter Artenkombinationen.  Die  besiedelnden  Arten  bilden  stets  baumfreie Schwermetallrasen, die sich von den umgebenden Pflanzengesellschaften deutlich abheben (Abb.3.5.) (Ernst 1974).  
 
Abb.3.5.: Schwermetallrasen in Schwaz (Tirol) 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Metallophyten  müssen  über  effiziente  Mechanismen  verfügen,  um  Böden  mit hohen  Schwermetallgehalten besiedeln  zu  können. Hierzu  zählen der Ausschluss oder  eine  interne  Entgiftung  mit  Kompartimentierung  der  potentiell  toxischen  Schwermetallspezies  (Hall  2002).  Auf  vielen  anthropogenen Schwermetallstandorten kommen mehrere unterschiedliche Elemente vor, sodass die  Pflanze  über  multiple  Resistenzen  verfügen  muss.  Trockenheit  und  starke Sonneneinstrahlung  sind  meist  zusätzliche  Stressfaktoren,  denen  Metallophyten an Schwermetallstandorten ausgesetzt sind.  Diese Anzeichen sprechen dafür, dass zusätzlich  zur  Schwermetalltoleranz  Mechanismen  zur  Trockenresistenz  eine wichtige  Rolle  im  Pflanzenwachstum  auf  metallreichen  Böden  spielen (Poschenrieder and Barceló 1999). 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3.5.  Schwermetalle in Pflanzen  
3.5.1.  Metallhomöostase im System Pflanze  Einige  Schwermetalle  stellen  essentielle  Mikronährstoffe  für  eine  Vielzahl  von physiologischen Prozessen dar. Beispielsweise kommt Zn2+ in vielen Enzymen und als  Enzym‐Cofaktor  vor.  Die  selben,  essentiellen  Elemente  können  jedoch  in erhöhten Konzentrationen toxisch wirken. Andere Metalle, wie z.B. Blei, Cadmium oder  Molybdän,  sind  nicht  essentiell  und  können  potentiell  toxisch  für  den pflanzlichen Organismus sein.   Pflanzen  verfügen  über  homöostatisch  wirkende  Mechanismen,  einerseits  zur Aufrechterhaltung  korrekter  Konzentrationen  an  essentiellen  Metallionen  in unterschiedlichen  Zellkompartimenten,  andererseits  zur  Schadens‐Minimierung bei Einwirkung von nichtessentiellen Metallionen (Clemens 2001). Eine Kontrolle und  Regulierung  der  Akkumulation  von  essentiellen  Metallen  ist  sowohl  auf organismischer  als  auch  auf  zellulärer  Ebene  lebensnotwendig.  Darüber  hinaus muss der pflanzliche Organismus mit der Einwirkung von ungewollten Elementen zurechtkommen. Mangelnde Metallspezifität im Aufnahme‐ und Verteilungssystem führt  zu einer Akkumulation von ungewollten, nicht essentiellen Elementen.   Ein komplexes,  regulierendes Netzwerk  verschiedener Prozesse wie Metalltransport, Chelat‐Bildung, Austausch und Sequestrierung dient zur Aufnahme, Verteilung und Entgiftung von Metallionen (Clemens, Palmgren et al. 2002).   
3.5.2.  Mobilisierung   Viele  essentielle  Elemente  gehören  zu  den  auf  der  Erde  am  häufigsten vorkommenden  Metallen  (Alloway  1999).  Die  effektive  Bioverfügbarkeit  einiger dieser  Elemente  ist  jedoch  aufgrund  der  niedrigen  Löslichkeit  in sauerstoffangereichertem Wasser und der starken Bindung an Bodenpartikel stark limitiert (Clemens, Palmgren et al. 2002).    Details  zu  einer  aktiven  Mobilisierung  von  Spurenelementen  durch  die  Pflanze sind bis heute wenig bekannt.   Möglicherweise spielen Mechanismen die mit der 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Versorgung  von Phosphor  einhergehen  eine  verfügbarkeitssteigernde Rolle.  Eine Ansäuerung  der  Rhizosphäre  und  die  Ausschüttung  von  Carboxylaten  durch  die Wurzeln  gelten  als  potentielle  Strategien  zur  Erhöhung  der  Metallverfügbarkeit (Abb.3.6.) (Clemens, Palmgren et al. 2002).   
Abb.3.6.: Metall‐Akkumulation: Mögliche involvierte Mechanismen aus  Clemens, Palmgren et al. (2002) 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3.5.3.  Aufnahme und Sequestrierung   Höhere  Pflanzen  können,  je  nach  Quelle,  Metalle  über  Spross  und  Wurzeln aufnehmen.  Schwermetalle  in  Böden  werden  über  das  Wurzelsystem aufgenommen.   Metalle werden im ersten Schritt  in den Apoplasten der Wurzelrinden‐Zellwände aufgenommen.  Ein  Teil  der  gebundenen  Metallionen  wird  über  die Plasmamembran  weiter  in  die  Zellen  transportiert,  ein  anderer  Teil  wird  im Apoplasten  weiterbefördert  und  ein  dritter  Teil  bleibt  an  Zellwandsubstanzen gebunden.  Die  Aufteilung  des  adsorbierten  Metalls  auf  diese  3  Strategien  ist abhängig von Ionenart und Genotyp der Pflanze (Greger 1999).   Das Hinbewegen der Metallionen von der externen Lösung    an die Zellwände  ist ein  passiver  Prozess  ohne  ATP‐Verbrauch,  angetrieben  von  Diffusion  oder Massenfluss (Marschner 1995). Die primäre Zellwand besteht aus einem Geflecht von Zellulose, Hemizellulose, Pektinen und Glykoproteinen. Die positiv geladenen Metallionen  werden  von  den  negativ  geladenen  Zellwandstrukturen  angezogen. Ein  Teil  der  Pektine  beinhaltet  Polygalacturonsäuren,  die  über  negativ  geladene Carboxyl‐Gruppen  als  Kationenaustauscher  fungieren.  Abhängig  von  der  Dichte der negativen Ladungen an der Zellwand können  Ionen vor der Plasmamembran angesammelt  werden.  Dies  erhöht  den  Konzentrationsgradienten  über  der Membran,  was  wiederum  den  Transport  der  Metallionen  in  die  Zelle  antreibt (Greger  1999).  Transportsysteme  und  eine  hohe  intrazelluläre  Affinität  der Bindungsstellen  vermitteln  und  treiben  die  Aufnahme  über  die  Plasmamembran an (Clemens, Palmgren et al. 2002).   Ein  Teil  des  über  den  „äußeren  freien  Raum“  (engl.  „outer  free  space“)  (Richter 1998) des Apoplasten aufgenommenen Metalls wird über die Plasmamembran in das  Cytoplasma  weitertransportiert.    Mit  Ausnahme  von  Arsen  und  Molybdän werden  die  Elemente  in  kationischer  Form  aufgenommen.  Die  Plasmamembran fungiert,  obwohl  nicht  vollständig,  als  Barriere  für  toxische  Elemente.  Eine Aufnahme von Nährstoffen über die Membran muss dagegen  forciert werden. Da es  für  die  Pflanze  überlebenswichtig  ist  essentielle  Spurenmetalle  aufzunehmen, 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muss  es  nach  Greger  (1999)  zumindest  für  diese  Elemente  einen  regulierten Aufnahmemechanismus  geben.  Die  Erkenntnis  über  genaue  Aufnahmeprozesse unterschiedlicher  Elemente  ist  jedoch  noch  immer  mangelhaft.  Es  ist wahrscheinlich,  dass  Metallionen  über  aktive  Membranproteine  und  H+‐gekoppelten  Transportproteine  die  Plasmamembran  passieren  (Abb.3.6.) (Clemens  2001).  Arsen wird  oft  in  Form  von  Arsenat  (Oxidationsstufe  +5)  beim Phosphat‐Aufnahmesystem  ungewollt  mit  aufgenommen.  Zusätzlich  verfügen Wurzelzellen über ein stark negatives Membranpotential (Clemens, Palmgren et al. 2002),  wodurch  eine  starke  Antriebskraft  für  die  aktive  Kationenaufnahme gewährleistet ist.  In  das  Cytoplasma  transportiert,  binden  Schwermetalle  an  negative  Ladungen verschiedener  Makromoleküle,  die  entweder  gelöst  oder  als  Bestandteil  der zellulären  Struktur  vorliegen.  Daraus  lässt  sich  schliessen,  das  die  Metalle  im Cytoplasma akkumuliert werden können – die sequestrierte Menge ist Metall‐ und Pflanzenspezies‐  abhängig.  Gelöste  Moleküle  im  Zytoplasma,  wie  organische Säuren  oder  schwefelreiche  Polypeptide,  im  Besonderen  Phytochelatine,  bilden Metall‐Komplexe und fungieren möglicherweise als „Shuttles“ um Metall‐Transport über den Tonoplast in die Vakuole zu ermöglichen. Mathys (1977) und Harmens et al.  (1994)  zeigten,  dass  die  organischen  Säuren Malat  und  Oxalat  Komplexe mit Zink  eingehen und gebunden  in die Vakuole  transportiert werden. Eine  ähnliche Strategie  wurde  für  Cd  in  Phytochelatin‐Komplexen  gefunden  (Cobbett  2003). Phytochelatin‐Synthese  ist  die  wichtigste  Reaktion  der  Pflanze  auf  toxische Schwermetallmengen.   Diese  unterschiedlichen,  zwischen  Cytoplasma  und  Vakuole  arbeitenden  Chelat‐Transportsysteme  werden  vermutlich  gebildet,  um  den  Bedarf  und  die Homöostase      von  Nährstoffen  in  der  Zelle  zu  regulieren.    Essentielle  Elemente werden  in  der  Vakuole  gespeichert,  nicht  essentielle  entsorgt  (Greger  1999).  Intrazelluläre Bindung und Sequestrierung treiben den Transport der Metallionen durch die Membran an.  
 
 
Einleitung 
  35 
3.5.4.  Standortsfaktoren und deren Einfluss auf die Metallaufnahme   Die Metallaufnahme hängt stark von Menge und Oberfläche des Wurzelgeflechts ab (Wild  and  Russell  1988).  Symbiosen mit Mykorrhiza‐Pilzen  stellen  den Wurzeln zusätzliche Adsorptionsfläche  zu  Verfügung  und  unterstützen  die  Aufnahme  von Makro‐  und Mikronährstoffen,  darunter  essentielle  und nicht  essentielle Metalle. Mit  erhöhten  Metallkonzentrationen  im  Substrat  steigt  die  Aufnahme  von bestimmten Metallen, bis eine Sättigung erreicht ist.   Die relative Metallaufnahme von  Schwermetallen  im Vergleich  zu  ihrer Konzentration  in  der Bodenlösung  ist für Cd und Zn am höchsten, für Cu, Pb und Cr am niedrigsten (Kabata‐Pendias and Pendias 1992).  Zwischen Metallen  im Boden  kommt  es  zu  antagonistischen und  synergistischen Wechselwirkungen. Die Aufnahme eines Metalls kann durch kompetetive Bindung eines  anderen  Elements  gestört  bzw.  blockiert  werden.  Bei  Anwesenheit  von beispielsweise  erhöhtem  Kalzium  wird  eine  Zink‐Aufnahme  und  eine  daraus resultierende Zink‐Toxizität vermindert.  Die  verantwortlichen  Aufnahmemechanismen  scheinen  von  Metall  zu  Metall  zu variieren.  So  ist  nach  Kabata‐Pendias  u.  Pendias  (1992)  die  Aufnahme  von  Pb vermutlich  passiv,  die  Aufnahme  von  Cu,  Mo  und  Zn  entweder  aktiv  und  ATP‐verbrauchend oder ein kombinierter Co‐Transport. Es  ist zu beachten, dass diese Mechanismen jedoch artspezifisch vollkommen unterschiedlich sein können.   
3.5.5.  Transport und Verteilung  
3.5.5.1.  Verlagerung  Der  freie  Diffusionsraum  des  Apoplasten  in Wurzelepidermis  und  –rinde  ist  gut permeabel  für  gelöste  Stoffe.  Die  suberinisierten  Zellwände  der  Endodermis fungieren  als  Barriere  für  einen  weiteren  apoplastischen  Transport  in  Richtung Gefäßbündel  (Abb.3.7.).  Metalle  und  andere  gelöste  Stoffe  müssen  in  den Symplasten aufgenommen werden um die Endodermis passieren  zu können und um in Folge für den Weitertransport in das Xylem eintreten zu können (Tester and Leigh  2001).  Ein  großer  Teil  der  Metall‐Aufnahme  wird  jedoch  von  jungem, primären  Wurzelgewebe  bewerkstelligt  welches  noch  keine  vollentwickelten 
Einleitung 
 36 
Caspari’schen  Steifen  ausdifferenziert  hat,  was  den  Eintritt  der  Metalle  in  die Xylem‐Gefäße erleichtert (Marschner 1995). Generell ist der Transport von Ionen in  das  Xylem  aber  ein  streng  kontrollierter  Prozess,  der  über Membrantransportproteine  vermittelt wird  (Abb.3.6.).  Die  in  die  Xylembeladung involvierten Metalltransporter sind noch nicht identifiziert (Clemens, Palmgren et al. 2002) (Greger 1999).   
 
Abb.3.7.: Detail aus Wurzelquerschnitt & schematische Darstellung der Wasser‐ und Ionenaufnahme aus Biological Science, www.uic.edu   Im  Xylem werden  die  Metalle  meist  in  Form  von  Komplexen  verlagert.  Es  wird angenommen,  dass  Zink  als  Chelat  mit  organischen  Säuren,  Kupfer  als Nikotinamin‐Komplex,  Cadmium  als  Citrat‐Komplex,  Nickel  als  Nickel‐Peptid‐Komplex  und  in  hyperakkumulierenden  Pflanzen  als  Histidin‐Nickel‐Chelat transportiert wird (White, Decker et al. 1981; Pich, Scholz et al. 1994; Senden, van der Meer et al. 1995; Krämer, Cotter‐Howells et al. 1996). Im Vergleich dazu wird vermutet, dass es in Wurzeln zu einer Chelation mit Liganden wie Phytochelatinen oder  Metallothioneinen  kommen  kann,  was  Metalle  primär  in  Richtung Sequestrierung steuert (Evans, Gatehouse et al. 1992). Im Xylem existiert ein pH‐abhängiges  Gleichgewicht  zwischen  niedermolekularen  Chelatoren,  freien hydratisierten  Metallkationen  und  Metall‐Komplexen  im  mobilen Transpirationsstrom,  sowie  stationären  Metall‐Bindungsstellen  im Zellwandmaterial der Leitgefäße (Clemens, Palmgren et al. 2002).   Xylem‐Entladungsvorgänge  sind  die  ersten  Schritte  in  der  kontrollierten Verteilung und Entgiftung der Metalle im Spross. Des weiteren wird angenommen, dass  es  zu  einer  Neuverteilung  der  Metalle  via  Phloembeladung  kommen  kann. 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Mineralien  zirkulieren  zwischen  Wurzel  und  Spross  durch  intensiven Lösungsaustausch  zwischen Xylem und Phloem  in Wurzel,  Stamm und Blatt.  Die mögliche Transportform von Schwermetallen im Phloem ist in den meisten Fällen unklar. Es wird vermutet, dass z.B. Nicotinamide als Chelatbilder fungieren und die Metallionen  vor  Präzipitation  im  alkalischen  Phloemsaft  schützen  (Stephan  and Scholz 1993; Schmidke and Stephan 1995).  
3.5.5.2.  Aufteilung und Einlagerung  Die aufgenommenen Metalle werden über die Leitgefäße zum Apoplast der Blätter  transportiert,  wo  sie  von  den  Blattzellen  weiter  aufgearbeitet  werden. Transportproteine treiben den Influx der Metalle  in den Symplasten an, woraufhin innerhalb  der  Blätter  eine  Verteilung  im  Apoplasten  und  Symplasten  stattfindet (Karley,  Leigh  et  al.  2000).  Zwischen  den  Kompartimenten  der  Pflanzenzelle erfolgt  ein  dynamischer  Austausch  der  Metalle,  vermutlich  mit  Hilfe  von Metallchaperonen  und  speziellen  P‐Typ  ATPasen  (Clemens  2001;  Clemens, Palmgren  et  al.  2002).    So  können  Ionenkonzentrationen  innerhalb  der spezifischen physiologischen Optimumsbereiche der Organellen aufrecht gehalten und eine Lieferung zu metallverbrauchenden Orten gesichert werden (Abb.3.6.).  Überschüssige  essentielle Metalle  sowie  nicht  essentielle Metalle  werden  in  den Vakuolen  der  Blattzellen  sequestriert  (Zenk  1996;  Hall  2002).  Besonders interessant ist dabei, dass unterschiedliche Zelltypen ausgeprägte Unterschiede in der Menge der akkumulierten Metalle zeigen. Das Verteilungsmuster variiert mit Pflanzenspezies  und  Element.  In Thlaspi  caerulescens  ist  eine  5  bis  6,5  x  höhere Zinkakkumulation in den Epidermiszellen im Vergleich zu den Mesophyllzellen zu verzeichnen  (Küpper,  Jie  Zhao  et  al.  1999).  Salt  (Salt,  Prince  et  al.)  und  Küpper (1999)  geben  an,  dass  Trichome  eine  wichtige  Rolle  in  der  Lagerung  und Entgiftung von Metallen spielen können. Große Metallmengen werden während  ihres Transports durch die Pflanze an die Zellwände gebunden. Dies erklärt, warum in vielen toleranten Pflanzenspezies der Großteil des  aufgenommenen Metalls in den Wurzeln zu finden ist (Greger 1999). Der  Mechanismus  hinter  niedriger  und  hoher  Akkumulation  von  Metallen  ist genetisch determiniert und somit artspezifisch variabel. 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3.5.6.  Toxische Wirkung von Schwermetallen  Die  meisten  essentiellen  sowie  nicht  essentiellen  Metalle  wirken  ab  einer bestimmten  Konzentration  toxisch  auf  den  pflanzlichen  Organismus.  Toxische Schwermetallmengen,  die  in  das  Pflanzengewebe    eintreten,  inhibieren  eine Vielzahl  von  physiologischen  Prozessen  auf  allen  Ebenen  des  pflanzlichen Metabolismus. Dies  führt  bei  den meisten Pflanzen  zu Toxizitätssymptomen und Wuchsverminderung bis hin zur Letalwirkung. Das Ausmass der toxischen Effekte ist  unter  anderem  von  der  bioverfügbaren  Konzentration  der  Metallionen  im Boden und der Sensitivität oder Toleranz der Pflanze am Standort abhängig (Hall 2002).   In den meisten Fällen ist das Wurzelsystem der Pflanze der erste Angriffspunkt für Schwermetalle.  In  kontaminierten  Böden  wirken  sie  zuerst  auf  die  keimenden Samen  und  anschliessend  auf  das Wurzelsystem  des  Sämlings  ein.    Nach  einem integrierten  Modell  von  Fodor  (2002)  lässt  sich  die  Physiologie  der Schwermetalltoxizität  mit  ihrer  Wirkungsweise  und  den  Toleranzmechanismen der Pflanze darstellen:  
Phase 1 Der  erste Kontakt  zwischen  Schwermetallen und der Rhizosphäre  führt  zu  einer Interaktion  mit  anderen  ionischen  Komponenten  des  Bodens  oder  des Kultivierungssubstrats.  In  Folge  kann  es  zu  einer  Präzipitation  von Schwermetallionen mit anderen anionischen Liganden oder zu einer Konkurrenz zu  anderen  Kationen  um  Bindungsstellen  an  der  Zellwand  kommen.  Eine zusätzliche  Konkurrenz  herrscht  zwischen  essentiellen  und  nicht  essentiellen Schwermetallen um komplexbildende  Verbindungen.  Die  Zellwand  fungiert  als  effizienter  Kationenfänger  und  hat  daher  eine nennenswerte  Kationenaustauschkapazität.  Bindende  Schwermetalle  inhibieren oder  stimulieren  ihre  Kationenaufnahme,  was  in  Folge  zu  einer  signifikanten Veränderung des Metabolismus, z.B. durch ein Nährstoff‐Defizit, führen kann.  Innerhalb  der  Zellwand  kann  es  aufgrund  von  Schwermetalleinwirkung  zu Funktionsdefekten  der  Oxidoreduktase  kommen,  was  eine  Bildung  von  aktiven Sauerstoffspezies  (AOS)  hervorruft.  In  Folge  des  oxidativen  Stress  können  AOS‐
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vermittelte  Lipidperoxidasen  im  Plasmalemma    zu  ernsthafter Membranschädigung  führen  (Weckx  and  Clijsters  1996;  Baccouch,  Chaoui  et  al. 1998).  Die signifikanteste Schädigung in dieser Phase ist nach Meharg (Meharg 1993) auf die  Reaktion  von  Schwermetallen  mit  Membranproteinen  wie  H+  ATPasen zurückzuführen. Dies führt zu einer Inhibierung von Membrantransportprozessen und/oder zu einer Aufnahme von toxischen Metallen in das Cytoplasma.   
Phase 2 Sobald toxische Metalle das Plasmalemma passiert haben binden sie an Proteine, nichtenzymatische Makromoleküle und andere Metaboliten,  in deren Struktur sie mit  essentiellen  Kationen  in  Konkurrenz  treten.  Diese  Vorgänge  finden  im Cytoplasma  und  in  Organellen  wie  Chlorplasten  und  Mitochondrien  statt, resultierend  in  der  Inhibierung  von  vielen  verschiedenen  metabolischen  und regulatorischen  Reaktionen,  sowie  in  der  Produktion  von  oxidativem  Stress (Stroiński 1999). Nachdem  Schwermetalle  die  Xylemgefäße  erreicht  haben  und  über  den Transpirationsstrom zu den Blättern transportiert wurden wiederholen sich Phase 1 und Phase 2 im Apoplasten bzw. Symplasten der Blattmesophyllzellen.  
Phase 3 Die dritte Phase des Schwermetallstresses greift  in metabolische, homöostatische und  Transportvorgänge  ein.    Abfallender  Wurzeldruck  und    sinkende Wasserleitfähigkeit der Wurzeln  führen  zu verminderter Wasseraufnahme und –transport  (Cseh,  Fodor  et  al.  2000). Dazu  kommt  ein  Schluß der  Spaltöffnungen, resultierend  in  sinkender  Transpirationsrate  (Barcelo  and  Poschenrieder  1990). Diese  Vorgänge  bewirken  neben  Trockenstress  eine  Abnahme  der  für Synthetisierungsprozesse  notwendigen  Mineralienzufuhr.  Der  lebensnotwendige Stickstoff‐Stoffwechsel  in den Blättern der Pflanze wird aufgrund eines Abfalls  in der Nitratreduktion vermindert (Gouia, Habib Ghorbal et al. 2000). Photosynthese und Respiration werden aufgrund von mehreren Störungen beeinträchtigt. Hierzu zählen  eine  Inhibierung  der  Synthese  und/oder  Zerstörung  des Photosyntheseapparats,  gehemmte  Redoxreaktionen  und  Gasaustausch, Zerstörung  durch  oxidativen  Stress,  gehemmte  Enzyme  der  Glykolyse  und  des 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Pentosephospatweges etc. Durch Schwermetalle negativ beeinflusst werden auch Teilung und Längenwachstum der Zellen (Wozny and Jerczyńska 1991).  
Phase 4 Das  Auftreten  von  sichtbaren  Symptomen  wird  als  Phase  4  der Schwermetalltoxizität    beschrieben.  Blattchlorosen  gehören  zu  den  ersten sichtbaren  Zeichen  für  metabolischen  Stress,  zurückzuführen  auf  sinkenden Chlorophyll‐  und  relativ  steigenden  Carotinoidgehalt.  Mit  steigendem Schwermetalleinfluss kommt es zu nektrotischem Absterben von Pflanzenteilen.   
Phase 5 Wachstumshemmung  und  morphologische  Veränderungen  der  Pflanze  werden durch  die  in  Phase  1  –  Phase  4  beschriebenen  Störungen  induziert.  Starker Schwermetallstress, der zu einer Vielzahl von  Beeinträchtigungen im pflanzlichen Organismus führen kann, resultiert als Phase 5  im Absterben der Pflanze. 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3.5.7.  Strategien der Schwermetalltoleranz  Der  Schutz  vor  Schwermetallen wird  durch  verschiedene Mechanismen  erreicht die  auch  in  der  generellen  Aufrechterhaltung  der  Metallhomöostase  in  allen Pflanzen  zum  Einsatz  kommen.  Spezifische  Mechanismen  werden höchstwahrscheinlich  nur  für  spezielle  Schwermetalle  in  einzelnen Pflanzenspezies eingesetzt (Hall 2002).  Nach  Baker  (1981)  können  divergierende  Schwermetallaufnahme‐Muster  mit unterschiedlichen  Toleranzmechanismen  der  (gesamten)  Pflanze  in Zusammenhang  gestellt  werden.  3  unterschiedliche  Schwermetalltoleranz‐Strategien werden dabei unterschieden (Abb.3.8.):  
Abb.3.8.: Strategien der Schwermetalltoleranz nach Baker (1981)  
3.5.7.1.    Excluder  Zur  Gruppe  der  Excluder  gehören  Pflanzen,  die  Aufnahme  und  Transport  von erhöhten  Metallmengen  mit  unterschiedlichen  Mechanismen  vermeiden.  Durch Immobilisierung der Schwermetallionen im Boden oder in der Wurzel werden die Konzentrationen  im Spross konstant niedrig gehalten – erreicht der Boden jedoch eine  kritische  Metallkonzentration,  kommt  es  zur  toxischen  Wirkung  durch ungehinderten  Metalleinwirkung  auf  die  Pflanze  (Abb.  3.8.)  (Baker  and  Walker 1990) Der Ausschluss von Metallen aus dem Symplasten der Wurzelzellen ist ein 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fundamentaler  Mechanismus  für  die  Schwermetalltoleranz  höherer  Pflanzen (Thurman  1981;  Baker  1987;  Taylor  1987).  Unterschiedliche  Strategien werden von Excludern angewendet um den Anstieg des Metallgehalts im Cytosol und somit den Beginn von Toxizitätssymptomen zu verhindern.   Eine  Bindung  und  in  Folge  Immobilisierung  der Metalle  an  den  Zellwänden  der Wurzelzellen  verhindert  eine  Verlagerung  in  das  Cytosol  und  in  Folge  in  den Spross (Taylor 1987). Komplexierung mit Hilfe unterschiedlicher chelatbildender Substanzen wie organischer Säuren, Metallothioneinen oder Phytochelatinen führt zur Sequestrierung der Schwermetalle  im Cytosol und zu anschliessendem Efflux in  Vakuole  oder  Apoplast  (Hall  2002).  Wurzelexudate  in  Form  von unterschiedlichen  Chelaten  können  zu  einer  Reduzierung  der  Schwermetall‐Aufnahme  und  somit  zu  einer  externen  Entgiftung  im  Substrat  durch Komplexierung der  Schwermetalle  beitragen.  Eine Erhöhung des pH‐Wertes und somit  Verfügbarkeitssenkung  der  Metalle  in  der  Rhizosphäre  wird  von  Greger (1999)  als  möglicher  Mechanismus  zur  Ausschliessung  von  Schwermetallen angeführt.    Ectomykorrhiza‐Pilze,  die  besonders  in  Symbiose  mit  Bäumen  und  Stauden vorkommen,  können  die  Einwirkung  von  Schwermetallen  auf  ihre  Wirtspflanze effektiv beeinflussen (Marschner 1995). In vielen Fällen erhöht die Kolonisierung der  Wurzeln  mit  Mykorrhiza‐Pilzen  die  Toleranz  der  Pflanze  gegenüber Schwermetallen (Hüttermann, Arduini et al. 1999). Dies  ist auf eine Bindung und somit  ein  Zurückhalten  der  Schwermetalle  durch  den Pilz  zurückzuführen  (Bert, Bonnin et al. 2002).  
3.5.7.2.  Indikatoren  Bioindikatoren  sind  Organismen,  deren  Lebensfunktionen  sich  mit  bestimmten Umweltfaktoren  so  eng  korrelieren  lassen,  dass  sie  als  Zeiger  dafür  verwendet werden  können  (Schubert  1991).  Schwermetall‐Indikatorpflanzen  können  die Metallaufnahme  und  den  Transport  in  den  Spross  entweder  aktiv  oder  passiv regulieren.  Die  Aufnahme  erfolgt  linear  zur  Substratkonzentration  (Abb.3.8.) (Baker  1981;  Greger  1999).  Akkumulationsindikatoren  reichern  Schwermetalle 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ohne  sichtbare  Schädigung  an  und  fungieren  so  als  Zeigerorganismen  für schwermetallreiche Standorte.  
3.5.7.3.  Akkumulatoren  Akkumulatorpflanzen  haben  die  Fähigkeit  Metalle  aktiv  aufzunehmen  und  im Spross  zu  konzentrieren.  Dies  befähigt  sie  auf  Böden  mit  einem  weiten Konzentrationsspektrum  ohne  Anzeichen  einer  toxischen  Wirkung  zu  wachsen. Akkumulatoren  besitzen  auf  molekularer  und  zellulärer  Ebene  bestimmte Entgiftungsmechanismen, die es der Pflanze erlauben hohe Schwermetallmengen akkumulieren  zu können (Greger 1999; Hall 2002).   Verschiedene  Grade  der  Metallakkumulation  sind  bekannt,  beginnend  mit  einer kleinen  Erhöhung  über  die  ‚Hintergrund’‐Konzentration  des  Bodens  bis  hin  zu extremer  Akkumulation,  in  der  das  Metall  mehr  als  1%  der  Trockenmasse ausmachen  kann.  Peterson  (1983)  definiert  einen  Akkumulator  als Pflanzenspezies,  deren  interne   Metallkonzentration die  des  Substrats  übersteigt oder  alternativ  als  Spezies,  deren  interne  Metallkonzentration  die  normale Konzentration  eines  ausgewählten  Elements  in  Pflanzen  überschreitet.  Die Metallakkumulation variiert nicht nur zwischen unterschiedlichen Pflanzenspezies sondern auch innerhalb einer Spezies und innerhalb unterschiedlicher Organe. Der Grund für eine hohe Metallakkumulation in einigen Genotypen oder Spezies ist bis heute nicht bekannt.   Generell  gibt  es  eine Tendenz  der  Schwermetallverlagerung  von den Wurzeln  in den  Spross,  sodass  Metallkonzentrationen  in  den  oberirdischen  Pflanzenteilen höher  sind  als  in  den  Wurzeln.  Dies  spiegelt  sich  im  Blatt/Wurzel‐Konzentrationsverhältnis, das größer 1 ist, wieder (im Vergleich zu Exkludern mit einem Verhältnis <1) (Baker 1981). Um  sich  vor  einer  Metallvergiftung  zu  schützen,  haben  Akkumulatoren Mechanismen entwickelt, die Schwermetalle beim Eintritt in das Cytosol der Zellen sofort  sequestrieren  oder  komplexieren  und  dadurch  inaktivieren.  Dies  schützt sensible  Zellstrukturen  wie  Membranen,  katalytisch  aktive  Proteine  oder Strukturproteine vor einer toxischen Schwermetalleinwirkung. 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Zahlreiche  Transportproteine  zur  Schwermetallakkumulation  wurden  bereits identifiziert  (Tab.3.4.)  (Clemens  2001).  Die  Reaktivität  und  schlechte  Löslichkeit der meisten Metallionen erfordert eine konstante Chelatkomplexierung sobald sie über  Transportproteine  von  der  Zelle  aufgenommen  werden.  Diese  Chelatoren sind  für  die Metallentgiftung  und  für  das  Abpuffern  von Metallionen  im  Zytosol zuständig.   
Tab.3.4.: Metallionentransporter in Pflanzen (Clemens 2001)  Zu  den  wichtigsten  Klassen  der  heute  bekannten  metallkomplexbildenenden Verbindungen  gehören  Phytochelatine,  Metallothioneine,  organische  Säuren  und Aminosäuren  (Clemens  2001;  Shah  and  Nongkynrih  2007).  Phytochelatine  (PC) sind kleine, metallbindende Peptide mit der Grundstruktur (γ‐Glu‐Cys)n‐Gly (n=2‐11)  (Grill, Winnacker  et  al.  1985).  Sie  sind  für  die  Entgiftung  von Metallen  und Halbmetallen besonders wichtig, da sie Metalle sowohl in Cytosol binden als auch in  die  Vakuole  befördern  und  sequestrieren  können  (Rauser  1995).  Metallothioneine  (MT)  sind  ubiquitäre,  cysteinreiche  Proteine  mit  niedrigem Molekulargewicht,  die  Metallionen  in  Metall‐Thiolat‐Cluster  binden  (Clemens 2001).  In  Pflanzen  kommen  sie  nur  als  Klasse  II  MT’s  vor,  was  sie  von  den tierischen MT’s durch Anzahl und Lokalisation der Cystein‐Gruppen unterscheidet (Rauser  1999).  Für  Pflanzen  wurden  sie  erstmals  1987  von  Lane  et  al.  (1987) beschrieben.  Ihre  zitierten Funktionen beinhalten Entgiftung  von Metallen,  Zink‐Pufferung  im  Zytosol,    Rückholung  von  Metallen  in  seneszenten  Blättern  oder Beteiligung in Metallsekretion über Blatt‐Trichome (Robinson, Wilson et al. 1996; Garcia‐Hernandez, Murphy et al. 1998; Rauser 1999).  
Lokalisation  Transporter  Metallion Zytosol  ZIP1‐4  Zn2+, Cd2+   ZNT1  Zn2+, Cd2+   IRT1  Fe2+, Mn2+, Zn2+, Cd2+   COPT1  Cu   AtVramp1/3/4  Fe2+, Cd2+   LCT1  Cd2+, Ca2+ Vakuole  ZAT1  Zn2+   AtMRP  Cd‐Phytochelatin   HMT1  Cd‐Phytochelatin   CAX2  Cd2+ Golgi  RAN1  Cu‐Komplex 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Organische  Säuren  und  Aminosäuren  stellen  potentielle  Liganden  für  die Chelatbildung mit Metallen  aufgrund  der  Reaktivität mit  S,  H,  und  O  dar.  Citrat, Malat, Histidin und Oxalat sind in eine Reihe von Stoffwechselprozessen integriert, darunter  die  Reaktion  mit  Metallionen,  Metalltransport  im  Xylem  und Sequestrierung von Schwermetallen in der Vakuole der Blattzellen, resultierend in unterschiedlicher Metalltoleranz (Rauser 1999).  Wie bereits erwähnt, müssen überschüssige Metallionen von der Pflanze mit Hilfe der  o. a. Chelatoren aus dem Cytosol entfernt oder inaktiviert werden. Prinzipiell kann  anschliessend  durch  Efflux  oder  Kompartimentierung,  aber  auch  durch Bindung an Zellwände eine Entfernung erreicht werden  (Greger 1999)  (Clemens 2001).  Das wichtigste  Speicher‐  bzw.  Sequestrierungskompartiment  für  toxische Stoffe  ist die Vakuole. Mit Hilfe von speziellen Transportern (siehe Tab.3.6.) wird  ein Influx von Metallkomplexen und freien Ionen vermittelt.   
3.5.7.4.  Hyperakkumulatoren  Der Begriff Hyperakkumulation wurde erstmals von Jaffre et al. (Jaffre, Brooks et al.) und von Brooks (1977) geprägt. Das Phänomen der Metall‐Hyperakkumulation wird  definiert  als  Aufnahme  und  Sequestrierung  von  außerordentlichen Konzentrationen  an  Schwermetallen  in  den  oberirdischen  Pflanzenteilen  am metallreichen  Standort  (Pollard  2000).  Hyperakkumulatoren  kommen  in metallreichen  Böden  endemisch  vor  und  sind  dort  fähig  sehr  hohe Metallkonzentrationen  in  ihrem  Gewebe  zu  tolerieren  und  zu  akkumulieren (Milner and Kochian 2008).   Metallophyten  müssen,  um  zu  Hyperakkumulatoren  gezählt  zu  werden,  die Fähigkeit  besitzen  eine  definierte  Mindestmenge  an  Schwermetallen  ohne Anzeichen einer toxischen Wirkung akkumulieren zu können (Baker and Whiting 2002)  (Shah  and  Nongkynrih  2007).  Die  Konzentrationen  in  der  Trockenmasse liegen per Definitionen für Zn und Mn bei 10.000 µg/g (1% der Trockenmasse); für Ni, Cu, Co und Pb bei 1000 µg/g (0,1% der Trockenmasse) und für Cd bei 100 µg/g (0,01%  der  Trockenmasse).  Vergleicht  man  den  durchschnittlichen  Zinkgehalt einer  ‚normalen’,  nicht  akkumulierenden  Pflanze,  der  bei  etwa  30‐100  µg/g 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Trockenmasse  liegt,  so  liegt  die  Zinkkonzentration  in  Zn‐Hyperakkumulatoren 100‐300  x  höher.  In  der  Regel  liegt  die  phytotoxische  Grenzkonzentration  (bei Nicht‐Akkumulatoren)  für  Zn  bei  300  µg/g  (Marschner  1995).  Aufgrund  ihrer enormen Aufnahmefähigkeit stellen Hyperakkumulatoren potentielle Pflanzen zur Säuberung  von  schwermetallkontaminierten  Böden  dar  (Chaney,  Malik  et  al. 1997).  Der Gebrauch  solcher  Pflanzen  öffnet  einen neuen  Sektor  im Bereich  der „Bioremediation“  Technologie,  genauer  der  „Phytoremediation“,  also  der Säuberung  und  Sanierung  von  belasteten  Böden  durch  hyperakkumulierende Pflanzen (McGratz 1998; Baker, McGrath et al. 2000).  Etwa  400  hyperakkumulierende  Pflanzen  aus  unterschiedlichen Taxa  sind  heute bekannt  (Brooks  1998;  Shah  and  Nongkynrih  2007).  Die  Artenliste  reicht  von annuellen  krautigen  bis  zu  mehrjährigen  Pflanzen,  auf  allen  Kontinenten vorkommend,  in  temperierten  und  tropischen  Zonen.  Trotzdem  machen Hyperakkumulatoren  nur  0,2%  aller  Angiospermen  aus.  Einige  Familien  wie Brassicaceae,  Euphorbiaceae,  Asteraceae,  Lamiaceae  und  Scrophulariaceae    sind besonders oft vertreten (Chaney, Malik et al. 1997; Brooks 1998; Baker, McGrath et al. 2000). Die Mehrheit  (317 Arten)  sind Ni Hyperakkumulatoren und werden als  nickelliebend  (engl.  „nickelophilous“)  bezeichnet  (Prasad  2005).  Die  Liste  der Zn Hyperakkumulatoren  ist mit  16 Vertretern wesentlich  kürzer  (Brooks  1998). Man findet sie hauptsächlich auf Galmei‐Böden, die einen hohen Gehalt von Pb, Zn und  Cd  aufgrund  von  Bergbau‐  und  Metallindustrie  aufweisen.  Die  Familie  der Brassicaceae  ist  hier  besonders  vertreten.  Neben  Ni  und  Zn  werden  auch  die Schwermetalle  Cd,  Pb,  As,  Co  und  Mn  hyperakkumuliert.  Ausserordentliche  Cd‐Aufnahme  wurde  bis  jetzt  nur  von  Thlaspi  caerulescens,  Arabidopsis  halleri  und 
Thlaspi geosingense beobachtet (Lombi, Zhao et al. 2000).    Hyperakkumulatoren  zeigen  langsames Wachstum, niedrige Biomasseproduktion und meist eine selektive Schwermetallaufnahme (Clemens, Palmgren et al. 2002). Eine fundamentale Fragestellung befasst sich mit dem Grund und dem selektiven Vorteil  für Pflanzen phytotoxische Mengen an Schwermetallen aufzunehmen und zu sammeln. Eine Reihe von Hypothesen wurden zu diesem Thema erstellt (Boyd 1998;  Boyd  2004),  doch  nur  die  Hypothese  der  Hyperakkumulation  als Abwehrmechanismus gegen Herbivorie und Pathogenbefall  hat  sich  als plausibel 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dargestellt und in Versuchen bestätigt (Pollard and Baker 1997; Jhee, Dandridge et al. 1999). 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3.6.  In vitro ­ Kultur  
3.6.1.  Allgemein  Die pflanzliche Gewebekultur oder  in  vitro  ‐ Kultur umfasst die Kultivierung von isolierten  Pflanzenzellen,  Geweben  und Organen  auf  künstlichem Wuchsmedium unter  definierten,  aseptischen  Bedingungen  (George  2008).  Sie  beinhaltet Techniken und Methoden, die für die Forschung in vielen naturwissenschaftlichen Disziplinen angewandt wird.   Als  Begründer  der  pflanzlichen  in  vitro‐Kultur  gilt  Gottlieb  Haberlandt  (1854‐1945),  der  1902  erstmals  Kulturversuche  mit  Blattmesophyllgewebe  und isolierten Haarzellen durchführte (Laimer 2003). Heute, mehr als 100 Jahre nach Beginn  der  ersten  Gewebekulturversuche,  wird  durch  Überlappung  und Vernetzung der unterschiedlichen naturwissenschaftlichen Disziplinen wie Physik, Chemie,  Botanik,  Zoologie,  Ökologie  und    Genetik,  und  die  Neuentwicklungen  in der  pflanzenwissenschaftlicher  Forschung  die  in  vitro–Kultur  in  vielen interdisziplinären Bereichen angewendet (Kyte and Kleyn 1987).   Bevor mit der Vermehrung von Pflanzen ‚im Glas’ mit Hilfe von unterschiedlichen Methoden  der    Gewebekultur  begonnen  werden  kann  muss  definiert  werden, welcher  Weg  der  Kultivierung  und  Manipulation  des  Pflanzenmaterials  gewählt wird.  In vitro ist organisiertes und nicht organisiertes, demnach undifferenziertes Wachstum aus einer Vielzahl von unterschiedlichen Ausgangsmaterialien möglich. Organisiertes Wachstum eines Explantats  trägt  zur Bildung oder Erhaltung einer definierten  Struktur  bei.  Dies  geschieht  wenn  Pflanzenorgane  wie Apikalmeristeme,  Blattinitialen  oder  junge  Knospen,  aber  auch  Samen  in Gewebekultur  überführt  werden  und  in  vitro  ihre  ursprüngliche Wachstumsstruktur  und  –entwicklung  beibehalten. Organisiertes Wachstum  tritt auch bei Organinduktion auf – dies kann entweder direkt aus einem inokulierten Organ, aus einem Explantat, oder aus zuvor unorganisiertem Gewebe wachsen. Der Prozess  der  de  novo  Organentwicklung  wird  Organogenese  oder  Morphogenese genannt (George 2008). 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Unorganisiertes Wachstum findet man in der Natur nur selten,  in vitro kommt es jedoch  bei  Kultivierung  von  Pflanzenteilen  sehr  häufig  vor.  Es  bilden  sich undifferenzierte  Zellaggregate,  sogenannte  Kalli,  die  keine  erkennbare  Struktur aufweisen. Sie beinhalten keine oder nur eine limitierte Anzahl an spezialisierten Zellen  wie  sie  in  intakten  Pflanzen  in  vielerlei  Arten  und  Differenzierungen  zu finden sind. Bislang kann die Bildung von differenzierten Zelltypen nur zu einem begrenzten Ausmass in Gewebekultur kontrolliert werden (George 2008).   
3.6.2.  Etablierung der In vitro­Kultur  
3.6.2.1.  Explantate  Die Etablierung einer Gewebekultur beginnt bei der Wahl des Explantats. Die Wahl ist abhängig von der erwünschten Kultivierungsmethode, dem beabsichtigten Ziel der  gewählten  Kultur  und  der  Pflanzenspezies.  Prinzipiell  kann  zwischen  4 verschiedenen Explantatarten unterschieden werden:  
Aufzucht durch Samen Neben der Grundlagenforschung und einer Reihe anderer spezieller Einsatzgebiete werden  Samen  in  vielen  Fällen  für  Vermehrungszwecke  in  die  in  vitro‐Kultur überführt. Dabei  gibt  es  einige Vorteile  aber  auch Nachteile  für die Vermehrung. Samen  sind  leicht  in  vitro  zu  etablieren  und  zu  kultivieren.  Sie  werden  von Pflanzen  oft  in  großer  Zahl  produziert  und  sind  dadurch  für  die  Gewebekultur quantitativ  gut  verfügbar.  Ausserdem  sind  viele  Samen  widerstandsfähig,  lange keimfähig  und  können  somit  für  geraume  Zeit  gelagert werden  (Debergh  2008). Die  Keimlinge  stellen,  da  sie  das  Ergebnis  einer  sexuellen  Vermehrung  sind, genetisch  variable Organismen dar. Oft  ist  es  jedoch notwendig  genetisch  idente Explantate  zu  Verfügung  zu  haben  ‐  hier  sind  die  Möglichkeiten  der Sämlingsaufzucht begrenzt. Samen werden bei der natürlichen Reifung  trocken und  treten  in eine Phase der Keimruhe oder Dormanz ein. Diese Phase erhöht die Wahrscheinlichkeit, dass die Keimung  zu  einem  Zeitpunkt  und  an  einem  Ort  geschieht,  die  für  den  Keimling optimal  sind.  Im  dormanten  Zustand  kommt  es  zu  einer  Unterbrechung  des 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Wachstums, der Entwicklung und der Stoffwechselaktivität. Die zum Brechen der Dormanz  notwendigen  Bedingungen  variieren  zwischen  unterschiedlichen Pflanzenarten.  Manche  Samen  keimen,  sobald  sie  sich  in  einer  geeigneten Umgebung  befinden,  andere  bleiben  dormant  und  keimen  erst,  wenn  sie  ein spezifisches Signal aus der Umgebung empfangen (Campbell and Reece 2003).  Exogen zugeführte   Gibberelinsäure kann die Samenkeimung beschleunigen oder auch  induzieren, wenn  andere unerlässliche  äußere Bedingungen  fehlen  (Ziegler 1998).  Dieses  Hormon  spielt  bei  der  Induktion  der  Synthese speicherstoffmobilisierender,  hydrolytischer  Enzyme  wie  α‐Amylasen  und Proteasen  und  einer  daraus  resultierenden  Mobilisierung  des  Endosperms  eine entscheidende Rolle (Moshkov, Novikova et al. 2008).   
Kultur von Organen Differenzierte Pflanzenorgane können ohne Verlust ihrer Intaktheit in die Gewebe‐Kultur überführt werden.  Es wird zwischen determinierten Organen, wie Blättern oder Blüten und nicht determinierten Organen wie Apikalmeristemen von Wurzel oder  Spross,  Knospen  oder  Embryos  unterschieden.  Die  Kultivierung  von determinierten Organen wird hauptsächlich für morphologische, histologische und entwicklungsbiologische Forschungszwecke propagiert (Caponetti 1972). Sprossstecklinge mit  apikalem Meristem  und/oder  lateralen  Knospen werden  in 
vitro  häufig  verwendet  und  bilden  in  Kultur  neue  Triebe  aus,  welche  dann  zur weiteren  Vermehrung  herangezogen  werden  können.  Die  Isolierung  und Kultivierung  von  Apikalmeristemen  wird  zur  Züchtung  virusfreier  Pflanzen verwendet (Cassells 1997).   
Kultur von nicht organisierten Zellen Ein  Kallus  ist  ein  undifferenziertes,  amorphes  Zellgewebe,  das  sich  unter bestimmten  Umständen  in  vitro  entwickeln  kann.  Explantate  bilden  Kalli  bei Stimulierung  durch  endogene  oder  dem  Medium  exogen  zugeführte Wachstumsregulatoren, die den Metabolismus von inaktiven Zellen verändern und deren  Zellteilung  induzieren. Während  dieses  Prozesses  sind  Zelldifferenzierung und –spezialisierung aufgehoben und nicht aktiv (George 2008). 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Kultur von Einzelzellen Mit  Hilfe  von  speziellen  Techniken  ist  es  möglich  Einzelzellen  zu  isolieren,  zu klonen und  zu  kultivieren. Die  inokulierten  Zellen  können mit  intakter  Zellwand oder in Form von Protoplasten kultiviert werden (Button and Botha 1975).  Durch Fusion  von  Protoplasten  unterschiedlicher  Pflanzenspezies  kann  es  zur  Bildung genetischer Hybriden kommen (Mantell and Matthews 1985).  
3.6.2.2.  Sterilkultur  Pflanzen  aus  natürlichen  Umwelt‐Standorten  sind  typischerweise  mit Mikroorganismen  und  Schädlingen  kontaminiert.  Diese  Kontaminationen  sind hauptsächlich auf die äußere Oberfläche beschränkt, es gibt aber auch Viren und Mikroben, die systemisch  innerhalb der Pflanze vorkommen (Cassells 1997). Für die Etablierung und Aufrechterhaltung einer Gewebekultur müssen grundsätzlich aseptischen Bedingungen geschaffen werden  (Gamborg and Phillips 1995; Sutter 1996; George 2008).   Explantate müssen frei von Mikroorganismen sein, bevor sie in das Nährmedium überführt  werden.  Zur  Oberflächensterilisation  werden  Explantate  meist  mit unterschiedlichen  Chemikalien  behandelt.  Sterilisationsagens  und Behandlungsdauer  muss  je  nach  Explantat  variiert  werden.  Sämtliche Gerätschaften,  Gefäße  und  Nährmedien  müssen  sterilisiert  (meist  autoklaviert) werden (Gamborg and Phillips 1995).   
3.6.2.3.   Inkubation und Kulturbedingungen  Häufig  können  Kontaminationen  bei  der  Überführung  der  Explantate  in  die Kulturgefäße  auftreten.  Zur  Aufrechterhaltung  der  sterilen  Arbeitsbedingungen müssen Luft, Oberflächen und Böden frei von Verunreinigungen bleiben. Sämtliche Arbeitsschritte,  wie  Bearbeitung  der  Explantate  und  Inokulierung  der Nährmedien,  werden  ausschliesslich  in  einer  sterilen  Werkbank  durchgeführt (Abb.3.9.)  (Gamborg  and  Phillips  1995).    Die  Sterilwerkbank  muss  vor  und während  der  Arbeit  mit  96%  Ethanol  gereinigt  werden.  Arbeitsbesteck  wird regelmäßig abgeflammt. 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Initiierte  in  vitro‐Kulturen werden  in  speziellen  Kulturräumen  unter  definierten Temperatur‐,  Licht‐  und  Feuchtigkeitsverhältnissen    kultiviert  (Abb.3.10.) (Gamborg and Phillips 1995; Sutter 1996).   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
         Abb.3.9.: Sterilwerkbank             Abb.3.10.: Gewebekultur‐Raum 
 
3.6.2.4.  Nährmedien  Nährmedien  für die pflanzliche Gewebekultur sind so konzipiert, dass Explantate unter vollkommen künstlichen Umweltbedingungen wachsen können. Es wurden Nährmedien entwickelt, die Pflanzen alle im Boden vorkommenden Nährstoffe zur Verfügung  stellen.  Neben  den  Mineralsalzen,  die  in  Form  von  Makro‐  und Mikronährstoffen  enthalten  sind,  können  Nährmedien  auch  organische Komponenten  wie  Vitamine  und  Wachstumsregulatoren  (Hormone)  beinhalten. Als Kohlenstoffquelle dient in den meisten Fällen Saccharose.   In  den  letzten  50  Jahren wurde  eine Reihe  von Nährmedium‐Rezepten  etabliert, darunter das 1962 von Murashige und Skoog entwickelte und zu den wichtigsten und  erfolgreichsten  Medien  zählende  MS‐Medium  (Murashige  and  Skoog  1962).  Das  MS‐Medium  wurde  durch  Analysierung  der  inorganischen  Komponenten  in Tabak‐Pflanzen  formuliert  und  anschliessend  experimentell  in  ähnlichen 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Konzentrationen  wie  in  der  Pflanze  vorkommend  dem  Nährmedium  zugefügt. Murashige und Skoog entdeckten, dass nicht nur die Ionen an sich essentiell sind, sondern  auch  die  Form,  in  der  sie  der  Pflanze  zu  Verfügung  gestellte  werden, entscheidend ist.   Es gibt also eine Reihe von unterschiedlichen Medien‐Kompositionen die in der in 
vitro‐Kultur  zum  Einsatz  kommen.  Zusammensetzung  und  Konzentration  der einzelnen  Inhaltsstoffe  nehmen  unterschiedlichen  Einfluss  auf  Wachstum, Ernährung  und  Entwicklung  der  Explantate.  Die  in  Nährmedien  üblicherweise vorkommenden Komponenten sollen hier aufgezählt werden.  Mineralische Elemente: Makro‐ u. Mikroelemente Zu  den  Makroelementen  zählen  Kalzium  (Ca),  Magnesium  (Mg),  Stickstoff  (N), Phosphor  (P),  Kalium  (K)  und  Schwefel  (S).  Mikroelemente  beinhalten  Bor  (B), Kobalt  (Co),  Kupfer  (Cu),  Iod  (I),  Eisen  (Fe),  Mangan  (Mn),  Molybdän  (Mo)  und Zink (Zn).   Organische Verbindungen Viele Kulturmedien beinhalten unterschiedliche organische Verbindungen. Zucker ist als Kohlenstoff‐ bzw. Energiequelle essentiell für das Wachstum, andere Stoffe wie  Vitamine  oder  organische  Säuren  hingegen  werden  optional  eingesetzt  und können das Wachstum signifikant beeinflussen.   Wachstumsregulatoren (Plant Growth Regulators – PGR’s) Die Hauptklassen  der  in  der  pflanzlichen Gewebekultur  verwendeten PGR’s  sind Auxine,  Cytokinine,  Gibbereline  und  Abszissinsäure.  Diese  Hormone  können bereits bei sehr geringer Konzentration das Wachstum und die Morphogenese der Explantate beeinflussen (Sutter 1996). Der Einsatz von Wachstumsregulatoren ist optional.   Pflanzenmaterial  kann  in  Flüssigkultur  oder  in  mit  Geliermittel  teilverfestigtem Medium kultiviert werden. Die einzusetzende Methode hängt von der Kulturart und  –ziel  ab.  Unterstützungssysteme werden  eingesetzt  um  Explantate  vor  dem Einsinken und dem daraus resultierenden Sauerstoffmangel zu schützen. 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Mit  Geliermittel  teilverfestigte  Nährmedien  werden  in  der  in  vitro‐Kultur  am Häufigsten  verwendet.  Hier  kommen  besonders  Agar,  Agarose,    aber  auch  die künstlich  hergestellten  Gellangummiprodukte  Gelrite  oder  Phytagel  zum  Einsatz (Sutter 1996; Thorpe 2008). Agar  besteht  als  Kohlenhydratpolymer  aus  einer Mischung  von  Polysacchariden und  wird  aus  unterschiedlichen  Meeresalgen,  sogenannten  Agarophyten, gewonnen.    Zu  den  wichtigsten  Agarquellen  zählen  die  zu  den  Rhodophyceae gehörenden Gelidium sp., Gracilaria sp., Pterocladia sp. und Gelidiella sp. (Cameron 2008). Agar verfügt über einige Vorteile, die ihn besonders geeignet für den Einsatz in der 
in vitro‐Kultur machen. Er  ist bequem  in der Verarbeitung, da er bei etwa 100°C schmilzt und bei etwa 45°C wieder verfestigt. Dazu kommt, dass er weder mit den Komponenten  im Nährmedium reagiert noch von Pflanzenenzymen verdaut wird (Sutter 1996).                   
Abb.3.11.: Explantat auf halbfestem Agar‐Medium  Pflanzenkulturen  auf  festem  Medium  werden  statisch  kultiviert.  Sie  benötigen einfache Plastik‐ oder Glasgefäße, die wenig Platz in Anspruch nehmen (Abb.3.11.). 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Neben  verfestigten  Nährmedien  können  Flüssigkulturen  oder  Zugabe  von Geliermitteln  eingesetzt  werden.  Flüssige  Nährmedien  werden  für Suspensionskulturen von Kalli und Einzelzellen, aber auch für Mikrovermehrung, Samenkeimung  oder  Kultivierung  von  sehr  kleinen  Organen  verwendet  (George 2008).  Explantate  in  statischen  Flüssigkulturen  benötigen  mechanische  Stützen um  nicht  in  das  Medium  einzusinken  und  aufgrund  von  Sauerstoffmangel abzusterben.  Hierfür  werden  meist  Filterpapierbrücken  oder  Polyethylenflöße eingesetzt (Abb.3.12.) (Sutter 1996).  
 
Abb.3.12.: Flüssigkultur mit Faltenfilter als mechanische Stütze. Das Flüssigmedium wird durch das Filterpapier hochgesaugt und versorgt das an der Faltenfilter‐Spitze platzierte Explantat   Explantate können auch in rotierenden Behältnissen kultiviert werden und durch Bewegung  und  Schütteln  mit  Sauerstoff  versorgt  werden.  Periodische  oder temporäre  Immersion  der  Kulturen  kann  mit  Hilfe  eines  speziellen Immersionssystems  durchgeführt  werden,  das  die  Kulturen  in  vorgegebenen Zeiten überflutet (Teisson and Alvard 1995). 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4  Material und Methode 
4.1.  Pflanzenmaterial 
4.1.1. Thlaspi caerulescens J. & C. PRESL (Gebirgs­Hellerkraut) 
 
Systematik 
 
Unterklasse:   Dilleniidae 
Ordnung:     Capparales 
Familie:     Brassicaceae  
Gattung:     Thlaspi 
Art:     T. caerulescens  
    J. & C. PRESL 
 
 
         
Abb.4.1.: Thlaspi caerulescens am Standort Ramingstein 
 Das  zu  den  Brassicacea  gehörende  Gebirgs‐Hellerkraut  (Thlaspi  caerulescens) (Abb.4.1.) ist montan bis subalpin verbreitet (Adler and Fischer 1994), bevorzugt kalkarme,  mäßig  saure  Böden,  kann  aber  auch  auf  kalkigem  Substrat  zu  finden sein.  Es  kommt  verstreut  in  ganz  Europa  auf  unterschiedlichen  Standorten  vor (Tutin  1993).  Obwohl  die  Spezies  scheinbar  eine  Präferenz  für  metallhältige Serpentin‐  und  Galmeiböden  hat,  kann  sie  auch  auf  nicht‐metallhaltigen  Böden wachsen.  Daher  wird  sie  zu  den  fakultativen  Metallophyten  gezählt  (Assunção, Schat et al. 2003).  
T.  caerulescens  ist  zwei‐  bis  mehrjährig,  blüht  im  Frühjahr  und  wird  10‐50  cm groß. Die blaugrünen, unbehaarten Blätter können ganzrandig oder leicht gezähnt 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vorkommen.  Die  basalen  Rosettenblätter  zeigen  elliptische  bis  umgekehrt eiförmige Form, Stengelblätter sind länglich‐herzförmig (Tutin 1993) (Abb.4.2.).  Als Blütenstand entwickelt sich eine lange Traube mit zahlreichen Blüten, welche sich  zu  herzförmigen  Schötchen  entwickeln  (Abb.4.2.).    Jedes  Schötchen  enthält maximal 8 Samen (Assunção, Schat et al. 2003).  
  Abb.4.2.:  Thlaspi caerulescens nach (Rothmaler 2000)  
T.  caerulescens  wird  aufgrund  seiner  herausragenden  Fähigkeit  toxische Konzentrationen  an  Zink,  Kadmium  und  Nickel  im  Boden  tolerieren  zu  können vielfach  untersucht. Der Metallophyt hyperakkumuliert Zink, Kadmium und Nickel in überdurchschnittlich großen Mengen im Spross. Eine Akkumulation von 30 000 
µg Zn/g Trockengewicht (TG), 14 000 µg Cd/g TG und 4 700 µg  Ni/g TG wurde in gesunden  Pflanzen  aus  kontaminierter  Erde  oder  metallreichen  Nährlösungen nachgewiesen (Brown, Angle et al. 1995; Lombi, Zhao et al. 2000; Schat, Llungany et  al.  2000).  Typische  Schwermetallkonzentrationen  im  Spross  nicht‐hyperakkumulierender Pflanzen belaufen sich auf 100‐200 µg Zn/g TG bzw. 0,1‐10 
µg Cd/g TG (Milner and Kochian 2008). 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4.1.2. Standort Ramingstein 
 Ramingstein liegt im oberen Murtal im äußeren Südosten Salzburgs (Abb.4.3.). Die Stadt  in  den  Ostalpen  gehört  zur  Gemeinde  Tamsweg.  Vom  15.  bis  zum  18. Jahrhundert blühte in Ramingstein der Marmor‐, Silber‐ und Bleibergbau. Die Stadt zählte im Mittelalter zu den größten Bergbaugebieten des Alpenraumes.  
          Abb.4.3.: Standort Ramingstein in Salzburg (TerraMetrics 2010)  Die  als  Ausgangsmaterial  dienenden  Samen  von  T.  caerulescens  wurden  im  Juni 2006  und  im  Juni  2008  von  der  Abraumhalde  des  ehemaligen  Silberbergwerkes gesammelt (Abb. 4.4. und Abb.4.5.).  Es  handelt  sich  beim  Standort  um  einen  Galmei‐Boden  mit  Zink‐,  Blei‐  und Kadmiumbelastung.  
   
Abb.4.4.: Standort Ramingstein: Halde   Abb.4.5.: Thlaspi caerulescens am Standort 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4.2.  In vitro ­ Kultivierung 
4.2.1.  Oberflächensterilisation 
 Für  die  Überführung  der  Samen  auf  Keimmedium  mussten  diese  zuvor oberflächensterilisiert werden. Zu diesem Zweck wurden sie in kleine Filterpapier‐Taschen überführt (Abb.4.6.) und diese in unterschiedliche Sterilisations‐Agenzien eingebracht.  Zur  optimalen  Oberflächendesinfektion  wurden  unterschiedliche Vorbehandlungen  auf  ihre  Sterilisations‐Eignung  verglichen.  Das Sterilisationsmittel soll keinen negativen Einfluss auf die Keimfähigkeit der Samen ausüben.  Allen  Sterilisations‐Agenzien  wurde  0,1%  Triton  X100  als  Netzmittel hinzugefügt.  Sämtliche  Arbeitsschritte  wurden  in  der  Sterilwerkbank durchgeführt. 
              Abb.4.6.: Samen in Filterpapier‐Taschen  Vier  unterschiedliche  Sterilisations‐Methoden  mit  jeweils  10  Wiederholungen wurden  durchgeführt  und  verglichen  (Tab.4.1.).  Zum  Einsatz  kamen  drei  Proz. Wasserstoffperoxidlösung  (H2O2)  und    fünf  Proz.  Natriumhypochloridlösung (NaOCl).   
Methode  Vorbehandlung  Sterilisationsmittel  Sterilisationsszeit 
[min] 
Waschen (H20 
steril) 1  ‐  H2O2  3%  25   1x 2  ‐  NaOCl 5%  5  3x 3  Glucose 3%  H2O2 3%  25   1x 4  Glucose 3%   NaOCl 5%  5  3x 
Tab.4.1.: Übersicht über die Samensterilisations‐Varianten  
Material & Methode 
  61 
Die Filterpapier‐Taschen mit  Samen wurden  in  jeweils  50 ml  Sterilisationsmittel überführt  und  in  der  in Tab.  4.1.  angegebenen Zeit  sterilisiert. Die  in Methode 3 und 4 angewendete Vorbehandlung der Samen mit 3% Glukose‐Lösung wurde für 24 Stunden durchgeführt. Glukose soll am Samen haftende Pilzsporen zur Keimung anregen um sie durch anschliessende Oberflächensterilisation leichter abzutöten.  
Material & Methode 
 62 
4.2.2.  Samenkeimung 
 Zur  Überprüfung  der  Keimfähigkeit  der  2006  und  2008  in  Ramingstein gesammelten  Samen  wurden  diese  zunächst  ohne  Vorbehandlung  auf  feuchtem Filterpapier zur Keimung gebracht und die Keimrate nach zwei Wochen evaluiert. Außerdem sollte eine Zeiteingrenzung,  in der die Samen keimfähig sind definiert werden. Es wurde pro Samenjahrgang eine Petrischale mit 20 Samen angesetzt. 
 Die  Keimruhe  kann  durch  unterschiedliche  chemische  und  physikalische Einwirkungen aufgehoben werden. Folgende Methoden zur Behandlung der Samen in  Kombination  mit  der  Oberflächensterilisation  wurden  angewendet  und  ihre Effektivität  auf  eine mögliche Förderung der Keimfähigkeit  verglichen  (Tab.4.2.): Kältebehandlung  (Stratifikation)  und  Hormonbehandlung  mit  Gibberelinsäure (GA).  Für  die  Herstellung  der  Gibberelinsäure‐Lösung  wurden  0,3  g Gibberelinsäure  (10%)  in  50  ml  Ethanol  (70  %,  nicht  vergällt)  gelöst  und anschliessend mit 1 Liter destilliertem Wasser aufgefüllt (Allgaier o. J.).  
Methode  Vorbehandlung  Vorbehandlungs­ 
Dauer [Tage] 
Sterilisationsagens 
1  ‐   ‐  H2O2 
2  ‐   ‐  Na+OCl‐ 
3  Glucose  1  H2O2 
4  Glucose   1  Na+OCl‐ 
5  GA   1  H2O2 
6  GA   1  Na+OCl‐ 
7  GA  + Glucose  1  H2O2 
8  GA  + Glucose   1  Na+OCl‐ 
9  ‐20°C  10  H2O2 
10  ‐20°C  10  Na+OCl‐ 
Tab.4.2.: Übersicht über die angewandten Samenvorbehandlungs‐ u. Sterilisationsmethoden(Methode 1‐4 siehe auch Punkt 4.2.1.) 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Kältebehandlung  erfolgte  10  Tage  bei  ‐20°C  im  Gefrierschrank.  Samen  für Hormonbehandlung wurden 24 Stunden in der Gibberelinsäure‐Lösung gequollen. Samen  ohne  Hormon‐  bzw.  Kältebehandlung  wurden  zur  Kontrolle  geimpft.  Die Samen  wurden  einzeln  in  Petrischalen  überführt.  Pro  Methode  wurden  10 Wiederholungen durchgeführt.   Zur  Etablierung  eines  optimalen  Keimmediums  wurden  unterschiedliche Nährmedium‐Zusammensetzungen  verglichen.  Eine  maximale  Keimrate  auf künstlichem  Nährboden  sollte  erreicht  werden.  Verwendet  wurden  die  Basis‐Medien  nach Murashige  und  Skoog  (MS)  (Murashige  and  Skoog  1962)  in  halber Konzentration  (MS/2),  sowie  nach Nitsch  und Nitsch  (N)  (Gamborg  and  Phillips 1995)  (Pierik  1987)  in  voller  Konzentration  (1N)  (Tab.4.3.).  Ausserdem wurden Agar‐Konzentrationen  von  1,0  und  1,5%  im  MS/2‐Medium  auf  mögliche Auswirkungen auf der Keimfähigkeit verglichen.                 
 
Tab.4.3.: Eingesetzte Keimmedien und ihre Zusammensetzung
Nr.  1  2 
 
Murashige & 
Skoog (MS/2) halbe  Konzentration 
Nitsch & Nitsch 
(1N) volle Konzentration 
Bestandteil  Konzentration 
[mg/l]   
Konzentration 
[mg/l] 
Makroelemente     KNO3  950,0  950,0 NH4NO3  825,0  720,0 KH2PO4  85,0  68,0 CaCl2.2H2O  220,0  220,0 MgSO4.7H2O  185,0  185,0 
Mikroelemente     FeSO4.7H2O  13,9  27,8 MnSO4.4H2O  11,15  25,0 ZnSO4.7H2O  4,3  10,0 H3BO3  3,1  10,0 KI  0,415  ‐ CuSO4.5H2O  0,0125  0,025 Na2MoO4.2H2O  0,125  0,25 CoCl2.6H2O  0,0125  ‐ Na2EDTA  18,65  37,3 
Kohlenstoffquelle  1% Saccharose  1% Saccharose 
Festigungsmittel  1 bzw. 1,5% Agar  1% Agar 
pH­Wert  pH 5,8  pH 5,8 
Material & Methode 
 64 
Von den Makro‐ und Mikroelementen wurden als erster Schritt Stamm‐Lösungen in einer Konzentration 10:1 hergestellt. Für die Nährmedien‐Herstellung wurden zunächst 2/3 des Endvolumens mit destilliertem Wasser vorgelegt. Anschliessend wurden  die    Stammlösungen  der  Makro‐  und  Mikroelemente  hinzugefügt.  Nach Ergänzung von 1% bzw. 1,5% Agar und 1% Saccharose und deren Lösung mit Hilfe eines  Magnetrührers,  wurde  mit  destilliertem  Wasser  auf  das  Endvolumen aufgefüllt und der pH‐Wert mit Hilfe von HCl oder KOH auf 5,8 eingestellt.   Nach erfolgter Auoklavierung bei 121°C für 25 Minuten wurde jeweils 25 ml des fertigen Keimmediums  in  sterile  Kunststoffpetrischalen  (94  x  15  mm)  gegossen.  Das Nährmedium muss vor der Inokulierung vollkommen abgekühlt sein.  Nach  durchgeführter  Oberflächensterilisation  wurden  die  Samen  auf  die unterschiedlichen Keimmedien (Tab.4.3.) überführt. Jede Petrischale wurde mit 10 Samen  beimpft  und  anschliessend  mit  Parafilm  verschlossen.  Pro  Keimmedium wurden 10 Wiederholungen angesetzt. Die Keimung erfolgte im Klimaraum für 14 Tage (Abb.4.7.).         
 
Abb.4.7.: Sämlinge von T. caerulescens nach zweiwöchiger Keimung auf halbkonzentriertem MS‐Medium   Nach  erfolgter  Keimung  wurden  die  Sämlinge  auf  neue  Kulturmedien  überführt (siehe Kap. 4.2.3.). 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4.2.3.  Subkulturmedien  
 Durch Vergleich unterschiedlicher Kulturmedien sollten Wachstumsparameter für die in vitro‐Kultur optimiert werden.  Die  Basismedien  nach Murashige  und  Skoog  (MS)  (Murashige  and  Skoog  1962), Nitsch und Nitsch  (N)  (Sutter 1996) und Gamborg  et  al.  B5  (G)  (Sutter 1996)  in jeweils voller und halber Konzentration kamen hierfür zum Einsatz (Tab.4.4.). 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Neben  unterschiedlicher  Nährelement‐Zusammensetzung  wurden  die  Parameter pH‐Wert, Kohlenstoffquelle und Festigungsmittel optimiert. Vergleichende Ansätze mit  den  pH‐Werten  4,8,  5,8  und  6,8  wurden  etabliert.  Glucose,  Saccharose  und Medium  ohne  Kohlenstoffquelle  kamen  zum  Einsatz.  Halbfeste  Nährmedien  mit Agar und Gelrite  sowie Flüssigmedien mit mechanischer Stütze wurden etabliert (Tab.4.5.).    
pH­Wert    Kohlenstoffquelle    Festigungsmittel 4,8    Saccharose (10 g/l)    Agar (10 g/l) 5,8    Glucose (10 g/l)    Gelrite (2,5g/l) 6,8    Kontrolle (ohne KH)    mechanisch (Flüssigkultur)   Tab.4.5.: Modifizierungen der Kulturmedien   So wie  bei  den  Keimmedien wurden  auch  hier  Stammlösungen  von Makro‐  und Mikroelementen  der  jeweiligen  Kulturmedien  (1‐6,  Tab.4.4.)  in  einer Konzentration  10:1  hergestellt.  Nach  Vorlegung  von  2/3  destilliertem  Wasser wurden  Stammlösungen  und  Zucker  hinzugefügt.  Für  halbfeste  Medien  wurde Agar  bzw.  Gelrite  hinzugefügt.  Nach  Einstellung  des  pH‐Wertes  wurden  die unterschiedlichen  halbfesten  Medien  in  SIGMA®  Eprouvetten  (25x150  mm) gegossen  (je 15 ml) und bei 121°C  für 25 Minuten autoklaviert. Die Eprouvetten wurden  jeweils  mit  einem  Keimling  beimpft.  Pro  Basismedium  wurden  7 Wiederholungen  angesetzt.  Für  die  unterschiedlichen  Modifzierungsmethoden (Tab.4.5.) wurden je 10 Wiederholungen angesetzt.   Flüssigmedium‐Ansätze  wurden  in  Magenta‐Gläser  mit  jeweils  30  ml vollkonzentriertem Nitsch‐ Medium (1N) etabliert. Als mechanische Stütze kamen Faltenfilter (90 mm Durchmesser) zum Einsatz (Abb.3.12.). Diese wurden bereits vor Autoklavierung in die Magenta‐Gläser eingebracht. Die Magentagläser wurden mit je einem Keimling beimpft. Es wurden 10 Wiederholungen angesetzt.  
4.2.4   Kulturbedingungen  Die Samenkeimung erfolgte im Kulturraum bei einer Temperatur von 25±1°C und einer relativen Luftfeuchte von 50 Prozent. Die Photoperiode betrug 16/8 Stunden Licht/Dunkel bei einer Bestrahlungsdichte von 50 µM.m‐2.s‐1 (Abb.4.8.). 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Nach  zweiwöchiger  Keimung  auf  MS/2‐Medium  (vgl.  Kap.  4.2.2.)  erfolgte  die Überführung der Sämlinge in Eprouvetten mit halbfesten Medien (Tab.4.4.) oder in Magenta  Gläser  in  Flüssigkultur.  Hierfür  wurden  die  Keimlinge  aus  dem Keimmedium  entnommen  und  mit  Hilfe  von  großen,  sterilen  Pinzetten  auf  die Subkultivierungsmedien  überführt.  Es  wurde  besonders  darauf  geachtet  die empfindlichen Sämlinge bei der Subkultivierung nicht zu verletzen.  Nach erfolgter Inokulierung  wurden  die  Eprouvetten  bzw.  Magentagläser  mit  Magenta‐Kunststoffdeckeln  verschlossen.  Die  angesetzten  Kulturen  wurden  wöchentlich nach  den  Parametern  Größenzuwachs  und  Vitalität  (Blattzahl,  Pigmentierung, Allgemeinzustand)  evaluiert.  Eine  Kultivierung  erfolgte  für  6  Wochen  unter gleichen Kulturbedingungen wie bei der Keimung, bei 25±1°C und einer relativen Luftfeuchte  von  50  Prozent  (Abb.4.9.).  Die  Photoperiode  betrug  ebenfalls  16/8 Stunden Licht/Dunkel bei einer Bestrahlungsdichte von 50 µM.m-2.s-1.                                         
   Abb.4.8.:  Gewebekulturraum                                 Abb.4.9.: Sechswöchige Kultivierung von T.                              caerulescens in vitro Die  Möglichkeiten  einer  längerfristigen  Kultivierung  (über  6  Wochen Versuchsansatz)  ohne  ein  Umsetzen  auf  neues  Nährmedium  wurden  ebenfalls untersucht.  Hierfür  wurden  die  in  vitro  Pflanzen  ohne  Subkultivierung  im Kulturmedium belassen und evaluiert. 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4.3 Schwermetall­Applikation  
4.3.1 Versuchsablauf  Um  die  Pflanzenverfügbarkeit  unterschiedlicher  Schwermetalle  in  künstlichem Kulturmedium  zu  untersuchen,  wurde  dieses  mit  Schwermetall‐Salzen  versetzt. Den  Medien  wurden  die  in  Tab.  4.6.  angeführten  Schwermetallverbindungen hinzugefügt. Für halbfeste Medien mit Agar oder Gelrite, sowie für Flüssigmedien mit Faltenfilter wurden pro Schwermetallverbindung 5 Wiederholungen angesetzt.  Zink, Nickel und Blei wurden eingesetzt, da diese Schwermetalle am Naturstandort vorkommen  und  daher  für  diese  Arbeit  besonders  relevant  sind.  Blei  fällt besonders leicht aus bzw. bildet es schwerlösliche Salze, die eine Verfügbarkeit in künstlichem Nährmedium  verändern  können.  Zink wurde  als  Kation mit  Chlorid bzw. Sulfat als Gegenion, sowie als Komplex mit EDTA eingesetzt,  um die Wirkung dieser  unterschiedlichen  Zink‐Verbindungen  zu  untersuchen  und  zu  vergleichen. Arsen wurde als Beispiel für ein Anion verwendet, das daher eine andere Bindung zeigt als die eingesetzten Kationen.                
Tab.4.6.:   Eingesetzte Schwermetallverbindungen und Konzentrationen im Kulturmedium  Nach  sechswöchiger  Inkubation  unter  Kulturbedingungen  (vgl.  Kap.  4.2.4.)  ohne Inokulierung erfolgte eine Extraktion der Schwermetalle mit destilliertem Wasser.  Hierfür  wurden  die  Schwermetall‐Nährböden  zerkleinert,  1:10  mit  destilliertem Wasser  verdünnt  und  24  Stunden  auf  dem  Schüttler  in  Bewegung  gehalten. Anschliessend  wurden  die  Extrakte  filtriert.  Die  Messung  der  Schwermetall‐
Schwermetall­Verbindung  Konzentration [mMol] ZnEDTA  2  ZnEDTA  20 ZnCl2  2 ZnCl2  20 ZnSO4  2 ZnSO4  20 NiSO4  2 NiSO4  20 Pb(CH3COO)2  2 Pb(CH3COO)2  20 Na3AsO4  2 Na3AsO4  20 Kontrolle  0 
Material & Methode 
 70 
Gehalte  erfolgte  mittels  Atomabsorptionsspektrometrie  (AAS)  und Massenspektrometrie mit induktiv gekoppeltem Plasma (ICP‐MS) für die Elemente Zink,  Nickel  und  Blei.  Arsenproben  wurden  mittels  Neutronenaktivierung untersucht.  Zur  Untersuchung  der  Schwermetallaufnahme  durch  die  Pflanze  wurden Nährmedien mit    10 mMol  ZnEDTA  bzw.  10 mMol  ZnSO4  versetzt.  Das  Element Zink wurde  gewählt  um  zu  untersuchen,  ob T.  caerulescens  in  vitro  Zink  ebenso akkumuliert wie am Naturstandort. Ausserdem gibt es zahlreiche Vergleichsdaten aus Zinkaufnahme‐Untersuchungen in vivo und in Erd‐, bzw. Flüssigkulturtests. Die Konzentration wurde so gewählt, dass der Anteil der verfügbaren Metalle ähnlich hoch ist wie am Naturstandort (Aigner 2005). Zum Einsatz kam das ausgewählte, für die Kultivierung von T. caerulescens optimale, Kulturmedium nach Nitsch und Nitsch  (vollkonzentriert;1N),  mit  einem  pH‐Wert  von  4,8  und  einem Saccharosegehalt von 1%. Es wurden halbfeste Medien mit einem Agargehalt von 1%  und  Flüssigmedien  eingesetzt.  Die  Beimpfung  und  Kultivierung  auf  den Schwermetall‐Nährböden mit Sämlingen, die zuvor zwei Wochen auf Keimmedium (vgl.  Kap.    4.2.2.)  kultiviert  wurden,  erfolgte  für  halbfestes  Medium  in  SIGMA Eprouvetten  und  für  Flüssigmedium  in  Magenta‐Gläsern.  Pro  Eprouvette  bzw. Magenta‐Glas  wurde  ein  Keimling  eingesetzt.  Nach  zwölfwöchiger  Kultivierung (vgl.  Kap.  4.2.4.)  wurden  die  Pflanzen  aus  dem  Medium  entnommen  und Königswasser‐Extrakte  hergestellt.  Hierfür  wurden  die  Pflanzen  getrocknet  und ihre  Trockenmasse  bestimmt  (Tab.4.7.).  Anschliessend  wurde  das  trockene Pflanzenmaterial fein zerrieben und mit 10 ml Königswasser [Salzsäure (HCl) und Salpetersäure  (HNO3)  im  Verhältnis  3:1]  für  2  Stunden  in  Rundkolben  gesiedet.  Nach erfolgter Extraktion wurden die Proben auf 50 ml mit destilliertem Wasser aufgefüllt und filtriert. 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Proben­
Bezeichnung 
Einwaage 
Trockenmasse 
[mg] 
Schwermetall (SM) 
Konzentration SM 
[mMol] Kö1  26  ZnEDTA  10 Kö2  30  ZnEDTA  10 Kö3  10  ZnEDTA  10 Kö4  32  ZnEDTA  10 Kö5  26  ZnEDTA  10 Kö6  30  ZnEDTA  10 Kö7  25  ZnEDTA  10 Kö8  15  ZnEDTA  10 Kö9  21  ZnEDTA  10 Kö10  23  ZnEDTA  10 Kö11  50  ZnSO4  10 Kö12  18  ZnSO4  10 Kö13  42  ZnSO4  10 Kö14  28  ZnSO4  10 Kö15  20  ZnSO4  10 Kö16  38  ZnSO4  10 Kö17  30  ZnSO4  10 Kö18  15  ZnSO4  10 Kö19  17  ZnSO4  10 Kö20  29  ZnSO4  10       Tab.4.7.: Pflanzenextrakte   
4.3.2 AAS und ICP­MS  Zur  Untersuchung  der  Zink‐,  Blei‐  und  Nickel‐Proben  wurden Atomabsorptionsspektrometrie  (AAS)  und  Massenspektrometrie  mit  induktiv gekoppeltem Plasma (ICP‐MS) verwendet.   In  der  Flammen‐Absorptionsspektrometrie  (F‐AAS)  wurden  die  Proben  in  ein Aerosol  überführt  und  mit  Hilfe  einer  Luft‐Acetylen‐Flamme  atomisiert.  Die Grenzkonzentrationen  für  die  meisten  Metalle  liegt  in  der  Größenordnung  von 0,05‐1 mg/l mit einer relativen Standardabweichung von 2‐5% (Ure 1999). Für die Messung wurden 2 – 10 ml Probenlösungen benötigt. Eichlösungen mit bekannten Schwermetall‐Konzentrationen(Firma  Merck;  „Certi  Pur“),  die  als  Kalibrierungs‐Standards  verwendet  wurden,  dienten  zur  Erstellung  einer    Kalibrierkurve.  Die Proben  mit  unbekannter  Konzentration  wurden  gegen  die  Kalibrierung aufgenommen und die Konzentration per Software abgelesen.     ICP‐MS  (engl.  inductively  coupled  plasma  mass  spectrometry)  ist  eine Massenspektrometrie mit  induktiv  gekoppeltem  Plasma.    Diese  Analysemethode ermöglicht  eine  simultane  Bestimmung  einer  Vielzahl  von  Elementen  in  kurzer 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Zeit mit einer Nachweisgrenze im Bereich von ppb (parts per billion) (Ure 1999). Gemessen wurde mit  Elan  9000 DRCe,  Perkin  Elmer.  Indium wurde  als  interner Standard verwendet.  
4.3.3 Neutronenaktivierung  Für die Analyse von Arsen‐Proben stellt die Neutronenaktivierungsanalyse (NAA) eine  ideale Methode dar (Steinhauser, Sterba et al. 2006) (Steinhauser, Adlassnig et  al.  2009).    Für  diesen  Zweck  wurden  200  µl  des  Nährbodenextraktes  in Polyethylen‐Bestrahlungskapseln  pipettiert  und  für  drei  Stunden  im Trockenbestrahlungsrohr  des  TRIGA  Mark  II  Reaktor  im  Atominstitut  Wien bestrahlt. Für eine Kalibrierung wurden 200 µl einer Arsen‐Lösung (10 mg As pro Liter;  Na2HAsO4,  p.a.,  von  Firma  Riedel  de  Haen)  gemeinsam  mit  den  Proben bestrahlt. Die Neutronflussdichte in dieser Position liegt bei etwa 2.2∙1012 cm‐2s‐1.   Nach  einer  Abkühlzeit  von  30  Stunden  wurden  die  Bestrahlungskapseln dekontaminiert und die Aktivität des relativ kurzlebige Aktivierungsprodukt 76As (Halbwertszeit  T1/2  =  26.3  Stunden)  mit  einem  γ− Spektrometer  gemessen.  Die Messdauer betrug 1800 Sekunden. Alle Proben wurden in einer fixen Position mit einem  Detektor‐Abstand  von  8  cm  gemessen.  Die    γ− Spektrometrie  wurde  mit einem  222 cm3  HPGe‐Detektor  (1.78 keV  Auflösung  beim  1332 keV  60Co  Peak; 48.2%  relative  Effizienz)  ausgeführt  der  mit  einem  PC‐basierenden  Multikanal‐Analysator  mit  vorgeschaltetem  Filter  und  einem  verlustfreien  Zählsystem verbunden ist. 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4.4. Kulturauswertung  Die  Keimrate  nach  unterschiedlicher  Behandlung  der  Samen  wurde  durch Auszählung nach zweiwöchiger Keimung festgestellt.   Das Wachstum der Versuchspflanzen  auf  unterschiedlichen Kulturmedien wurde  anhand von Zuwachs  in der Sprosslänge und Bestimmung des Trockengewichtes evaluiert  (Abb.4.10.).  Die  Pflanzen  wurden  wöchentlich  vermessen,  nach sechswöchiger Kultivierungsdauer wurde die Trockenmasse bestimmt. 
   
Abb.4.10.: T. caerulescens nach fünfwöchiger Wachstumsphase in vitro  Das  allgemeine  Erscheinungsbild  und  die  Vitalität  der  Pflanzen  wurde  anhand folgender  Kriterien  abgeschätzt:  Normale  oder  abnorme Wuchsform  der  Blätter und  Wurzeln,  Blattpigmentierung,  abgestorbene  Pflanzenteile,  Etiolierung  etc.  wurden hierfür herangezogen. Die Beurteilung erfolgte durch eine Benotung von 1 (sehr vitale Pflanze) bis 5 (sehr schlecht entwickelte bis nekrotische Pflanze).   Pflanzen  auf  Schwermetallmedium  wurden  anhand  ihres  Wachstumsfortschritts und  ihrer  Vitalität,  wie  in  Punkt  4.4.2.  und  4.4.3.  beschrieben,  evaluiert.  Die Kulturen wurden mit denen auf Nährmedium ohne Schwermetall verglichen.  Durch Messung der Königswasser‐Pflanzenextrakte (vgl. Punkt 4.3.1.) mittels ICP‐
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MS wurde  der  Schwermetallgehalt  der  Pflanzen  bestimmt  und  Rückschlüsse  auf die Schwermetallaufnahme gezogen.   
4.5.  Statistische Auswertung  Die  statistische  Auswertung  erfolgte mit  dem  Programm  SPSS  Statistics  17.0.  Es wurden  für  die  Daten  jeweils  Mittelwerte  und  Standardfehler  der  Mittelwerte ermittelt.  Die  Prüfung  auf  Normalverteilung  metrischer  Daten  wurde  mit  dem Kolmogorow‐Smirnow‐Test  durchgeführt.  Mittelwerte  konnten  verglichen werden, wenn die Daten metrisch und normalverteilt waren und gleiche Varianzen aufwiesen.  Zum  Vergleich  von  zwei  Stichproben  wurde  ein  t‐Test  durchgeführt, zum Vergleich von drei oder mehr Stichproben wurde ein einfaktorieller ANOVA‐Test durchgeführt.   Waren  die  Stichproben  metrisch  aber  nicht  normalverteilt  oder  mit  ungleichen Varianzen, wurde ein Mann‐Whitney‐Test für zwei Stichproben oder ein Kruskall‐Wallis‐Test  für  drei  oder  mehr  Stichproben  durchgeführt.  Diese  Tests  wurden ebenfalls  durchgeführt,  wenn  es  sich  bei  den  Datensätzen  um  ordinale  Daten handelte.   Nominale  Daten  wurden  paarweise  mit  dem  Chi‐Quadrat‐Test  verglichen. Korrelationen wurden mit dem Pearson‐Test getestet.  Die Signifikanz von Mittelwertsdifferenzen wurde mit einem Signifikanzniveau von 0,05  getestet.  Bei  einer  Irrtumswahrscheinlichkeit  <5%  handelt  es  sich  um signifikante  Unterschiede;  eine  Irrtumswahrscheinlichkeit  <1%  wird  als hochsignifikant bezeichnet. 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5.  Ergebnisse 
5.1.    Oberflächensterilisation und Samenkeimung Die  Keimfähigkeit  der  im  Juni  2006  und  Juni  2008  gesammelten  Samen  von  T. 
caeurlescens  wurde  zunächst  ohne  Vorbehandlung  auf  feuchtem  Filterpapier evaluiert. Pro Samenjahrgang wurde eine Petrischale mit 20 Samen angesetzt. Die 2006 gesammelten Samen zeigten nach 12 Monaten eine Keimrate von 70%, nach 18  Monaten  jedoch  nur  noch  eine  Keimrate  von  10%.  Die  im  Juni  2008 gesammelten  Samen  zeigten  innerhalb  von  12  Monaten  eine  95‐prozentige Keimrate (Abb.5.1.).  
 
Abb.5.1.: Keimfähigkeit der 2006 bzw. 2008 gesammelten Samen auf Filterpapier Es  konnte  somit  festgestellt werden,  dass  Samen  von T.  caeurulescens  innerhalb von 12 Monaten  eine hohe Keimfähigkeit  zeigen,  nach 18 Monaten die Keimrate jedoch stark sinkt und die Samen nach 24 Monaten nicht mehr keimfähig sind.  Zur  Überführung  der  Samen  in  in  vitro‐Kultur  wurden  diese  nach unterschiedlichen  Methoden  vorbehandelt  und  oberflächensterilisiert  (Tab.5.1.) (vgl. Kap. 4.2.1. u. 4.2.2.).  Die Samen wurden einzeln in Petrischalen überführt. Pro Methode wurden 10 Wiederholungen durchgeführt. 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Meth.  Vorbehandl.  Vorbehandl.­ 
Dauer [Tage] 
Sterilis.­ 
Agens  Sterilis.­ Zeit [min]  Keimung  Kontam. 
1  ‐  ‐  H2O2  25  1  0 
2  ‐  ‐  NaOCl  5  1  1 
3  Glucose  1  H2O2  25  0  0 
4  Glucose  1  NaOCl  5  1  2 
5  GA   1  H2O2  25  5  1 
6  GA   1  NaOCl  5  1  0 
7  GA  + Glucose  1  H2O2  25  2  0 
8  GA  + Glucose   1  NaOCl  5  2  1 
9  ‐20°C  10  H2O2  25  0  2 
10  ‐20°C  10  NaOCl  5  0  2 
Tab.5.1.: Samenvorbehandlungs‐ u. Sterilisationsmethoden mit Keimversuchs‐Ergebnissen auf MS/2‐Medium, 1,5% Agar, n=10   Zwischen  der  Verwendung  von  H2O2  und  NaOCl  (Methode  1  und  2)  als Sterilisationsagens  konnte  mit  dem  Chi‐Quadrat‐Test  kein  signifikanter Unterschied in der Kontaminations‐ oder in der Keimrate beobachtet werden. Eine Vorbehandlung mit  Glukose  führte  bei Methode  3  und  4  zu  keiner  signifikanten Verringerung  in  der  Kontaminationsrate.  Die  Verwendung  von  GA  führte  zu keinem statistisch  signifikanten Unterschied  in der Keimrate. GA  in Kombination mit Glukose (Methode 7 und 8) führte ebenfalls zu keinem statistisch signifikanten Unterschied in Keim‐ und Kontaminationsrate.  Eine Kältebehandlung (Methode 9 und  10)  resultierte  in  keinem  signifikantem  Unterschied  zu  Keimung  und Kontamination ohne Stratifikation. 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Abb.5.2.: Keimversuchsergebnisse zu Tab.5.1.  Für  weitere  Versuche  wurde  die  Methode  5  (siehe  Tab.5.1.)  mit  einer Vorbehandlung mit GA und einer Oberflächensterilisation mit H2O2 ausgewählt, da Samen  nach  der  Sterilisation mit  H2O2  nur  ein Mal mit  sterilem Wasser  gespült werden  müssen  (bei  der  Verwendung  von  NaOCl  ist  dreimaliges  Waschen  mit sterilem  Wasser  notwendig)  und  sich  somit  der  Arbeitsaufwand  und  die Kontaminationsgefahr verringern. Ausserdem zeigte sich  in der Verwendung von GA mit anschliessender Verwendung von H2O2 die höchste Keimrate von 50% auf MS/2 Medium mit 1,5% Agargehalt.  Die  o.a.  Versuche  wurden  mit  etwa  18  Monate  alten  Samen,  welche  2006 gesammelt  wurden,  durchgeführt.  Samen  von  T.  caerulescens  welche  2008 gesammelt  wurden  zeigten  innerhalb  eines  Verwendungszeitraums  von  12 Monaten  eine  90  bis  100‐prozentige  Keimrate  nach  Vorbehandlungsmethode  5 und einer zweiwöchiger Keimung auf MS/2‐Medium mit 1% Agargehalt (Abb.5.3.). 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Abb.5.3.: Sämlinge auf MS/2‐Medium mit 1% Agar + 1% Sacch. Vorbehandlung nach Methode 5 (vgl. Tab.5.1.)  Zur  Etablierung  des  optimalen  Keimmediums  wurden  unterschiedliche Nährboden‐Zusammensetzungen  verglichen  (vgl.  Kap.  4.2.2.,  Tab.4.3.).  Jede Petrischale  wurde  mit  je  10  Samen  beimpft.  Pro  Methode  wurden  10 Wiederholungen  angesetzt.  Das  Nährmedium  nach  Murashige  &  Skoog  wurde verwendet,  da  es  als  Standardmedium  in der  in  vitro‐Kultur  eingesetzt wird. Die Agargehalte  von  1  beziehungsweise  1,5%  sollten  unterschiedliche Wasserverfügbarkeit  für  die  Keimung  darstellen.  Kulturmedium  nach  Nitsch  & Nitsch kam zum Einsatz, da es auch als Subkultivierungsmedium verwendet wurde und  bei  guten  Keimungsergebnissen  sich,  durch  Wegfallen  des  Umsetzens,  der Arbeitsaufwand verringert hätte.   
 
Abb.5.4.: Keimraten auf unterschiedlichen Keimmedien 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Das  halbkonzentrierte  MS‐Medium  mit  einem  Agargehalt  von  1%  und  einem Saccharose‐Gehalt  von  1%  zeigte  die  höchste  Keimrate  mit  95%  (Abb.5.4.).  Mit einem  erhöhten  Agargehalt  von  1,5%  zeigte  MS/2  nur mehr  eine  Keimrate  von 60%. Vollkonzentriertes Nitsch‐Medium erwies sich mit einer Keimrate von 20% als ungeeignetes Keimmedium für Samen von T. caerulescens. 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5.2. Optimierung des Subkulturmediums 
5.2.1. Basismedium Nach  zweiwöchiger Keimung wurden die  Sämlinge auf  Subkultivierungs‐Medium überführt.  Zur  Optimierung  von  Wachstumsparametern  wurden  die  in  Tab.  .2. angeführten  Kulturmedien  eingesetzt  und  verglichen  (vgl.  Kap.  4.2.3.).  Pro Eprouvette  wurde  ein  Keimling  eingesetzt.  Für  Basismedien  wurden  7 Wiederholungen angesetzt. 
1MS    Murashige & Skoog, volle Konzentration 
MS/2    Murashige & Skoog, halbe Konzentration 
1N    Nitsch & Nitsch, volle Konzentration 
N/2    Nitsch & Nitsch, halbe Konzentration 
1G    Gamborg et al., volle Konzentration 
G/2    Gamborg et al., halbe Konzentration 
Tab.5.2.: Eingesetzte Basis‐Nährmedien Innerhalb  des  sechswöchigen  Kultivierungszeitraums  wurden  die  Pflanzen wöchentlich  nach  den  Parametern  Größenzuwachs  und  Vitalität  evaluiert (Tab.5.3.). Der Größenzuwachs wurde wöchentlich gemessen; die Vitalität wurde anhand der Entwicklungskriterien Blattform, Blattpigmentierung, Rosettenbildung und  Wurzelentwicklung  evaluiert.  Unter  Berücksichtigung  aller  o.a.  Parameter wurde das optimale Basismedium für die in vitro‐Kultivierung von T. caerulescens gewählt.    Abb.  5.5.  und  5.6.  zeigen,  dass  sich  die  im  Durchschnitt  grössten  und  vitalsten Pflanzen auf 1N‐Medium entwickelten. Die Größen‐ und Vitalitätsunterschiede der Pflanzen  auf  den  unterschiedlichen  Medien  wurden  mit  einem  einfaktoriellen ANOVA‐Test überprüft und waren nicht signifikant. 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Abb.5.5.: Wachstum von T. caerulescens nach 42 Tagen Kultivierungsdauer  auf unterschiedlichen Basismedien (SPSS 17.0)              
Abb.5.6.: Vitalität von T. caerulescens nach 42 Tagen Kultivierungsdauer auf unterschiedlichen  Basismedien. 1 = sehr vitale Pfl., 2= vitale Pfl., 3= durchschnittlich vitale Pfl., 4= schlecht entwickelte Pfl., 5= sehr schlecht entwickelte bis nekrotische Pfl. (SPSS 17.0) 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Die Wachstumskurve  (Abb.5.7.)  zeigt  konstantes Wachstum  nur  auf  den Medien 1N  und  1MS.    Der  Biomasse‐Zuwachs,  ausgedrückt  in  mg  Trockengewicht  (TG), zeigte mit dem Kolmogorow‐Smirnow‐Test einen signifikanten Unterschied in den unterschiedlichen  Nährmedien.  Abb.5.8.  zeigt  die  Biomasseproduktion  auf  den unterschiedlichen  Medien,  die  größte  auf  1G‐Medium.  Die  Vitalitätsevaluierung zeigte  jedoch  nur  eine  durchschnittlich  vitale  Pflanze  auf  diesem  Medium (Abb.5.6.). 
   
Abb.5.7.: Wachstumskurven von T. caerulescens auf unterschiedlichen Basismedien 
 
Abb.5.8.: Trockenmasse‐Produktion nach 6 Wochen (SPSS 17.0) 
  Die  folgenden  Bilder  (Abb.5.9.)  zeigen  die  in  Vitro  Pflanzen  nach  sechswöchiger Kultivierung auf den unterschiedlichen Basismedien. In der ersten Bildreihe ist gut erkennbar, dass Pflanzen sowohl auf MS/2 als auch auf 1MS chlorotische Blätter 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zeigen.  Dies  liess  sich  auch  statistisch  mit  Hilfe  eines  ANOVA‐Tests  bestätigen, welcher einen hochsignifikanten Unterschied  in der Bildung chlorotischer Blätter ergab. Blattform und  –zahl waren normal,  ebenso die Wurzelbildung. Die  zweite Bildreihe  zeigt  Pflanzen  auf  N/2‐  und  1N‐Medium,  wobei  die  Pflanzen  auf halbkonzentriertem  N/2‐Medium  kleinwüchsiger  waren  als  auf  dem vollkonzentrierten  1N‐Medium.  Die  Pflanzen  auf  1N  zeigten  die  arttypische Blattentwicklung  und    ‐pigmentierung.  Die  Rosetten‐  und  Wurzelbildung  zeigte ebenfalls  gesunde  Entwicklung.  Auf  G/2‐Medium  (Abb.5.9.,  dritte  Bildreihe) entwickelten  sich  die  Pflanzen  sehr  atypisch.  Es  konnte  weder  eine  arttypische Rosettenbildung  noch  eine  normale  Blattenwicklung  beobachtet  werden.  Die Pflanzen waren kleinwüchsig, die Blattspreiten waren im Vergleich zu Pflanzen auf den  anderen  Medien  sehr  klein  ausgebildet.    Das  vollkonzentrierte  1G‐Medium zeigte  teilweise  zuerst  gute Wachstumsfortschritte,  im  Laufe  der  sechswöchigen Kultivierung  kam  es  aber  zu  wiederholtem  Absterben  der  Blätter,  welches  ein hochsignifkanter  Unterschied  im  Vergleich  der  unterschiedlichen  Medien darstellte.  
 
Abb.5.9.: Pflanzen nach sechswöchiger Kultivierung auf unterschiedlichen Basismedien: MS‐Medium halbkonz. (1/2MS), vollkonz. (1MS); Nitsch&Nitsch‐Medium halbkonz. (1/2N), vollkon. (1N); Gamborg et al. halbkonz. (1/2G), vollkonz. (1G). Balken = 1 cm 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Für alle weiteren Versuche wurden Pflanzen auf vollkonzentriertem Basismedium nach  Nitsch  &  Nitsch  kultiviert,  da  T.  caerulescens  auf  diesem  Nährmedium konstantes Wachstum und eine optimale Entwicklung zeigte.    
5.2.2. Modifizierung des Basismediums 
 Das  gewählte  Kulturmedium  nach  Nitsch  &  Nitsch  (vollkonzentriert,  1N)  wurde weiteren  Optimierungen  unterzogen.  In  Tab.5.4.  sind  alle  getesteten Modifizierungen aufgelistet. Pro Methode wurden 10 Wiederholungen angesetzt.  
pH­Wert    Kohlenstoffquelle    Festigungsmittel 4,8    Saccharose (10 g/l)    Agar (10 g/l) 5,8    Glucose (10 g/l)    Gelrite (2,5g/l) 6,8    Kontrolle (ohne KH)    mechanisch (Flüssigkultur) 
Tab.5.4.: Modifizierungen der Nährmedien  Die unterschiedlichen pH‐Werte des Kulturmediums zeigten im ANOVA‐Test keine signifikanten Unterschiede in der Sprossgröße. Die durchschnittliche Sprossgröße (Abb.5.10.)  und  Vitalität  (Abb.5.11.)  der  Pflanzen  variierte  marginal  bei unterschiedlichen pH‐Werten im Kulturmedium. 
 
Abb.5.10.: Wachstum von T. caerulescens nach 42 Tagen Kultivierungsdauer auf 1N‐Medium mit 3 unterschiedlichen pH‐Werten (SPSS 17.0) 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Abb.5.11.: Vitalität von T. cauerlescens nach 42 Tagen Kultivierungsdauer auf 1N‐Medium  mit drei untersch. pH‐Werten; Vitalitätsevaluierung: 1= sehr vitale Pfl., 2= vitale Pfl., 3= durchschnittlich vitale Pfl.,  4 = schlecht entwickelte Pfl. , 5 = sehr schlecht entwickelte bis nekrotische Pfl. (SPSS 17.0) 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Die  folgende  Abb.5.12.  zeigt  Pflanzen  nach  sechswöchiger  Kultivierung  auf  1N‐Medium mit den getesteten pH‐Werten 4,8, 5,8 und 6,8. Alle Ansätze zeigten eine gute  Entwicklung  von  Blattform,  ‐pigmentierung  und  –zahl  sowie  eine  gute  Wurzelentwicklung.                     
Abb.5.12.: Pflanzen nach sechswöchiger Kultivierung auf pH‐Werten 4,8, 5,8, 6,8 Balken = 1cm  Für weitere Versuchsreihen wurde der pH des Kulturmediums auf 4,8 eingestellt, da ein pH‐Wert im sauren Bereich dem Boden am Naturstandort näher kommt und Schwermetalle  im Allgemeinen  in  sauerem Milieu  besser  verfügbar  sind  (Greger 1999). 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Der  Vergleich  von  halbfesten  und  Flüssigkulturen  zeigte  vollkommen unterschiedliche Pflanzenentwicklungen. Ein hochsignifikanter Unterschied in der Sprossgrösse  konnte  mittels  ANOVA‐Test  für  die  3  Verfestigungsvarianten evaluiert werden. Abb.5.13. zeigt, daß sich die grössten Pflanzen in Flüssigmedium auf  Faltenfiltern  entwickelten.  Der  Mann‐Whitney‐Test  zeigte,  daß  Pflanzen  auf Agarmedium hochsignifikant kleiner waren als auf Gelrite‐ bzw. Flüssigmedium.             
 
Abb.5.13.: Wachstum von T. caeurulescens nach 42 Tagen Kultivierungsdauer auf 1N‐Medium, pH4,8, mit 3 unterschiedlichen Verfestigungsmethoden (SPSS 17.0)   Bei  Betrachtung  der  Trockenmasseproduktion  konnte  mittels  einfaktoriellem ANOVA  Test  ein  hochsignifikanter  Unterschied  in  den  3  Methoden  evaluiert werden.  Zwischen  Agar‐  und  Gelritekulturen  sowie  zwischen  Agar‐  und Flüssigkulturen  konnte  mittels  Mann‐Whitney‐Test  ein  hochsignifikanter Unterschied  in  der  Trockenmasseproduktion  festgestellt  werden,  nämlich: Agarkulturen  produzierten  hochsignifikant  weniger  Trockenmasse  als  Gelrite‐ bzw.  Flüssigkulturen.  Zwischen  Gelrite‐  und  Flüssigkulturen  konnte  kein signifikanter Unterschied  in  der  produzierten Trockenmasse  festgestellt werden.  Kulturen  auf  Gelrite  produzierten  innerhalb  des  Kultivierungszeitraums  die grösste Trockenmasse (Abb.5.14.). 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Abb.5.14.: Trockenmasseproduktion von T.caerulescens auf drei unterschiedlichen Verfestigungsmethoden (SPSS 17.0)  Eine  Vitalitätsevaluierung  zeigte  deutliche  Unterschiede  in  den  verschiedenen Medien. Pflanzen auf Agar zeigten eine sehr gute Spross‐ und Wurzelentwicklung. Blattform,  ‐zahl  und  –pigmentierung  zeigten  eine  arttypische  Entwicklung (Abb.5.16., erste Bildreihe). Pflanzen auf Gelrite zeigten ein sehr starkes Blatt‐ und Wurzelwachstum.  Die  Pflanzen  zeigten  jedoch  bei  80%  der  Ansätze  stark longitudinal eingerollte Blätter (Abb.5.16., zweite Bildreihe). Diese Blattanomalien konnten  nur  bei  Pflanzen  auf  Gelritemedium  beobachtet  werden,  dieser Unterschied zu den anderen Medien war somit hochsignifikant (Abb.5.15.).   
 
Abb.5.15.:Entwicklung von Blattanomalien bei unterschiedlichen Verfestigungsmitteln 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Pflanzen  in  Flüssigmedium  zeigten  sehr  gutes  Wachstum  innerhalb  der Kultivierungsperiode. Blatt‐ und Wurzelentwicklung konnte bei allen Ansätzen mit 1 beurteilt werden (Abb.5.16., dritte Bildreihe). 
 
Abb.5.16.: Pflanzen nach sechswöchiger Kultivierung auf 1N‐Medium, pH 4,8 Verfestigung: Agar (A), Gelrite (GR) und Faltenfilter (FF). Balken = 1cm 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Für weitere Versuche wurden daher halbfeste Medien mit Agar und Flüssigmedien mit Faltenfilter verwendet.  Beim Vergleich der Ansätze mit unterschiedlicher Kohlenstoffquelle und ‐gehalt im Kulturmedium  konnte  mittels  einfaktoriellem  ANOVA  ein  signifikanter Unterschied  in  der  durchschnittlichen  Sprossgröße  gezeigt  werden.  Der  Mann‐Whitney‐Test  zeigte  hochsignifikant  grössere  Pflanzen  auf  Saccharose‐Medium verglichen  zu  Kontrolle  ohne  Kohlenstoffquelle.  Ein  Vergleich  von  Glukose‐Medium mit Kontrollmedium und Saccharose‐Medium zeigte keinen signifikanten Unterschied  in der Sprosslänge der Pflanzen. Ansätze auf 1 N, pH 4,8 und einem Saccharosegehalt  von  10g/l Medium  zeigten  die  größten  Pflanzen  innerhalb  der sechswöchigen Kultivierungszeit (Abb.5.17.). 
 
Abb.5.17.: Wachstum von T. caerulescens nach sechswöchiger Kultivierung auf 1N‐Medium, pH 4,8. Kontrolle ohne Kohlenstoffquelle, Saccharose‐Medium, Glukose‐Medium (SPSS 17.0) Die  vitalsten  Pflanzen  entwickelten  sich  auf  Saccharose‐Medium  (Abb.5.18.)  Mit Hilfe des Kruskal‐Wallis‐Tests konnte eine hochsignifikanter Vitalitätsunterschied zwischen  den  3  unterschiedlichen  Ansätzen  ermittelt werden.  Ein  Vergleich  von Kontroll‐Medium  und  Saccharose‐Medium  ergab  einen  hochsignifikanten Vitalitätsunterschied,  einen  signifikanten Unterschied  zwischen Kontroll‐Medium und  Glukose‐Medium,  jedoch  keinen  signifikanten  Unterschied  zwischen Saccharose‐  und  Glukose‐Medium.  Ebenso  konnte  kein  signifikanter  Unterschied 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zwischen den 3 Methoden in der Wurzelzahl oder Vitalität der Wurzeln ermittelt werden.  
 
Abb.5.18.: Vitalität von T. caerulescens nach 42 Tagen Kultivierungsdauer auf 1N‐Medium, pH 4,8  Kontrolle ohne Kohlenstoffquelle, Saccharose‐, Glukose‐Medium. Vitalitätsevaluierung: 1= sehr vitale Pfl., 2= vitale Pfl., 3= durchschnittlich vitale Pfl.,  4 = schlecht entwickelte Pfl. , 5 = sehr schlecht entwickelte bis nekrotische Pfl. (SPSS 17.0)  Die  durchschnittliche  Trockenmasse  (TM)‐Produktion  war  auf  Saccharose‐  und Glukose‐Medium nahezu gleich gross (Abb.5.19.). Die Kontrolle zeigte eine deutlich niedrigere  Biomasseproduktion  als  Ansätze  mit  Kohlenstoffquelle.  Mittels einfaktoriellem ANOVA‐Test konnte ein signifikanter Unterschied zwischen den 3 Methoden  bestätigt  werden.  Einen  hochsignifikanten  TM‐Unterschied  zeigte  der Mann‐Whitney‐Test  zwischen  Kontroll‐  und  Saccharose‐Medium.  Ein  Vergleich von  Kontroll‐  und  Glukose‐Medium  zeigte  einen  signifikanten  TM‐Unterschied; hingegen  besteht  kein  signifikanter  Unterschied  zwischen  Saccharose‐  und Glukosemedium. 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Abb.5.19.: Trockenmasseproduktion nach sechswöchiger Kultivierung auf 1N‐Medium, pH 4,8. Kontrollmedium ohne Kohlenstoffquelle, Saccharose‐, Glukosemedium (SPSS 17.0) 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Die  folgende Abb.5.20.  zeigt T.  caerulescens  nach  sechswöchiger Kultivierung  auf Saccharose‐Medium (1N‐Medium, 1% Saccharose, pH 4,8) (SACC, erste Bildreihe), Glukose‐Medium (1N‐Medium, 1% Glukose, pH 4,8) (GLUC, zweite Bildreihe) und Kontrollmedium  (1N‐Medium,  ohne  Kohlenstoffquelle,  pH  4,8)  (K,  dritte Bildreihe).  Ein  Grössenunterschied  zwischen  SACC  und  GLUC  ist  kaum  zu erkennen. Auf GLUC‐Medium zeigten sich mehr abgestorbene Blätter als auf SACC‐Medium.  Pflanzen  auf  K‐Medium  zeigen  deutlich  kleinere  Spross‐  und Blattentwicklung. Weitere Kulturansätze wurden mit 1% Saccharosegehalt im 1N‐Medium durchgeführt. 
 
Abb.5.20.: Pflanzen nach sechswöchiger Kultivierung auf 1N‐Medium, pH 4,8. SACC = Saccharose‐Medium, GLUC = Glukose‐Medium, K = Kontrolle ohne Kohlenstoffquelle, Balken = 1 cm 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Für  eine  langfristige  in  vitro‐Kultivierung  wurden  Pflanzen  ohne  Umsetzen  auf vollkonzentriertem Nitsch‐Medium  (1N) mit  einem  pH–Wert  von  4,8  und  einem Agar‐ u. Saccharosegehalt von je 1% für 12 Wochen kultiviert (Abb.5.21.).  
 
Abb.5.21.: T. caeurulescens nach zwölfwöchige Kultivierung auf gleichem Medium (1N, pH 4,8, Agar 1%, Sacch. 1%), Balken = 1 cm 
 Die  Pflanzen  zeigten  innerhalb  der  zwölfwöchigen  Kultivierungsdauer  auf gleichem  Medium  gutes  Spross‐  und  Wurzelwachstum.  Anschliessend  läßt  das Wachstum langsam nach, da das Medium an Wasser und Nährstoffen verliert. Eine weitere Aufbewahrung der vitalen Pflanzen ist aber auch ohne Umsetzten möglich. 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5.3. Schwermetall­Applikation 
5.3.1. Medienextrakte Um  die  Pflanzenverfügbarkeit  unterschiedlicher  Schwermetalle  in  künstlichem Kulturmedium  zu  untersuchen,  wurde  dieses  mit  Schwermetall‐Salzen  versetzt. Dazu  wurden  den  Medien  die  in  Tab.5.5.  (vgl.  Kap.  4.3.1.)  angeführten Schwermetalle  hinzugefügt.  Pro  Schwermetallverbindung  und  Konzentration wurden  10  Wiederholungen  angesetzt.  Nach  sechswöchiger  Inkubation  (ohne Inokulierung)  wurden  aus  den  Schwermetallmedien  (halbfeste Medien mit  Agar bzw.  Gelrite  und  Flüssigmedien mit  Faltenfilter) Wasserextrakte  hergestellt  und die  verfügbare  Schwermetallmenge  mittles  AAS,  ICP‐MS  und Neutronenaktivierung gemessen.           
Tab.5.5.:   Eingesetzte Schwermetallverbindungen und Konzentrationen im Kulturmedium  Die  folgenden  Boxplot‐Diagramme  (SPSS  17.0)  zeigen  ermittelte Schwermetallmengen  in  den  unterschiedlichen  Ansätzen  und  Methoden.  Der verfügbare  Schwermetall‐Anteil  ist  in  Form  von  0  bis  2,5  dargestellt,  was Prozentwerten  von  0%  bis  250%  entspricht.  Werte  die  über  1,0  liegen  (1,0 entspricht  100%  Verfügbarkeit)  sind  auf  eine  Messungenauigkeit  der  AAS zurückzuführen. Die Abweichungen konnten nur bei Messungen von Zink mittels AAS beobachtet werden.  Wasserextrakten  der  Agar‐  und  Gelritemedien  mit  niedriger  Schwermetall‐Konzentration  (2  mMol)  zeigte  sich  eine  hohe  Verfügbarkeit  (≥  50%)  aller Schwermetallverbindungen  mit  Ausnahme  von  Bleiazetat,  dessen  Verfügbarkeit 
Schwermetall­Verbindung  Konzentration [mMol] ZnEDTA  2  ZnEDTA  20 ZnCl2  2 ZnCl2  20 ZnSO4  2 ZnSO4  20 NiSO4  2 NiSO4  20 Pb(CH3COO)2  2 Pb(CH3COO)2  20 Na3AsO4  2 Na3AsO4  20 Kontrolle  0 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unter 50% lag (Abb.5.22.). Die höchste Schwermetall‐Verfügbarkeit zeigte sich im Agar, die niedrigste in Flüssigkultur. Hier lagen die Verfügbarkeiten mit Ausnahme von Nickelsulfat unter 50%. 
 
Abb.5.22.: Schwermetallverfügbarkeit in Schwermetallmedien  (Konzentration im Medium = 2 mMol); Wert 1,0 = 100% Verfügbarkeit (SPSS 17.0)  In  Wasserextrakten  der  Agar‐  und  Gelritemedien  mit  hoher  Schwermetall‐Konzentration  (20  mMol)  zeigte  sich  eine  hohe  Verfügbarkeit  (≥  50%)  aller Schwermetallverbindungen  (Abb.5.23.).  Im  Agar  und  Gelrite  waren  die Schwermetalle  wieder  besser  verfügbar  als  in  Flüssigkultur  –  hier  wurden Verfügbarkeiten,  mit  Ausnahme  von  Nickelsulfat  und  Bleiazetat,  unter  50% gemessen.  Mit  Hilfe  des  Mann‐Whitney‐Tests  konnten  Unterschiede  in  der Verfügbarkeit  zwischen  hoher  und  niedriger  Schwermetall‐Konzentration  in Medium  ermittelt  werden.  ZnEDTA  zeigte  in  allen  3  Medientypen  keinen signifikanten  Unterschied  zwischen  niedriger  und  hoher  Konzentration,  d.h.  die Verfügbarkeit  für  ZnEDTA  blieb  gleich,  egal  welche  Konzentration  eingesetzt wurde. 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Abb.5.23.: Schwermetallverfügbarkeit in Schwermetallmedien (Konzentration im Medium = 20 mM); Wert 1,0 = 100% Verfügbarkeit (SPSS 17.0)  Zinkchlorid  zeigte  zwischen  hoher  und  niedriger  Konzentration  einen hochsignifikanten  Verfügbarkeitsunterschied  im  Agar.  Im  Gelrite‐  und Flüssigmedium  konnte  kein  signifikanter  Verfügbarkeitsunterschied  bei unterschiedlichen  Konzentrationen  entdeckt werden.  Zinksulfat  und  Nickelsulfat wiesen  einen  hochsignifikanten  Verfügbarkeitsunterschied  zwischen  hoher  und niedriger Konzentration in Gelrite auf. Ebenso wies Zinksulfat einen signifikanten Verfügbarkeitsunterschied in 2 und 20 mMol zwischen Agar und Flüssigkultur auf. Bleiazetat  zeigte  hochsignifikante  Unterschiede  in  der  Verfügbarkeit  bei  den unterschiedlichen  Konzentrationen  –  daraus  lässt  sich  schliessen,  dass  die Verfügbarkeit  von  Bleiacetat  stark  von  der  Konzentration  abhängt.  Für Natriumarsenat  konnte  keine  Signifikanz  für  eine  konzentrationsabhängige Verfügbarkeit ermittelt werden.  Mittels  Kruskal‐Wallis‐Test  konnte  ein  signifikanter  Verfügbarkeitsunterschied zwischen  den  unterschiedlichen  Medientypen  festgestellt  werden.  Alle Zinkverbindungen  zeigten  zwischen  Agar,  Gelrite  und  Flüssigmedium  einen hochsignifikanten  Unterschied  in  der  Verfügbarkeit.  In  Agar‐  und  Gelritemedien lag  die  Zinkverfügbarkeit  über  50%,  in  Flüssigmedien  unter  50%.  Nickelsulfat zeigte  einen  hochsignifikanten  Verfügbarkeitsunterschied  in  der  niedrigen,  und einen  signifikanten  Unterschied  in  der  hohen  Konzentration.  In  Agar‐  und Flüssigmedium war Nickelsulfat besser verfügbar als in Gelritemedium. Bleiazetat war  in  der  niedrigen Konzentration  hochsignifikant,  in  der  hohen Konzentration nicht signifikant unterschiedlich verfügbar in den unterschiedlichen Medientypen. 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In  allen  Medien  mit  2  mM  Bleikonzentration  konnte  eine  besonders  niedrige Bleiverfügbarkeit  (<30%)  beobachtet  werden.    Natriumarsenat  zeigte  einen signifikanten Verfügbarkeitsunterschied in den unterschiedlichen Medien und war in  Gelritemedium  am  besten  verfügbar.  Die  verfügbaren  Schwermetallanteile  in den jeweiligen Medien sind in den folgenden Abbildungen Abb.5.24., Abb.5.25. und Abb.5.26. dargestellt. 
 
Abb.5.24.: Verfügbarer Schwermetallanteil in Agarmedium mit 2+20 mM Schwermetallgehalt; Wert 1,0 = 100% Verfügbarkeit (SPSS 17.0) 
 
Abb.5.25.: Verfügbarer Schwermetallanteil in Gelritemedium mit 2 + 20 mM Schwermetallgehalt; Wert 1,0 = 100% Verfügbarkeit (SPSS 17.0) 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Abb.5.26.: Verfügbarer Schwermetallanteil in Flüssigmedium mit 2 + 20 mM Schwermetallgehalt; Wert 1,0 = 100%  Verfügbarkeit (SPSS 17.0)  Für eine Schwermetallapplikation und Akkumulationsversuche mit T. caerulescens war  eine  genaue  Untersuchung  der  Zinkverfügbarkeit  in  den  unterschiedlichen Medien  besonders  wichtig.  Zu  diesem  Zweck  wurde  mittels  Kruskal‐Wallis‐Test ein möglicher  Unterschied  zwischen  den  Zinkverbindungen  ZnEDTA,  ZnSO4  und ZnCl2  und  ihrer  Verfügbarkeit  in  Agar  und  Gelrite  untersucht.  In  beiden Schwermetallkonzentrationen  im  Agar  ergab  sich  kein  signifikanter Verfügbarkeitsunterschied zwischen den Zinkverbindungen, alle zeigten eine gute Verfügbarkeit  >50%  (Abb.5.24.).  Für  die  niedrige  Schwermetallkonzentration zeigte sich  jedoch  im Gelrite‐Medium ein signifikanter Unterschied zwischen den Zinkverbindungen  (Abb.5.25.).  Wie  der  Mann‐Whitney‐Test  bestätigte,  ZnEDTA und  ZnSO4  unterschieden  sich  hochsignifikant  in  ihrer  Verfügbarkeit,  nämlich: ZnEDTA  zeigte  eine  höhere Verfügbarkeit  (>80%)  als  ZnSO4    (<60%).  In  den  20 mMol  Gelritemedien  zeigte  sich  ein  hochsignifikanter  Verfügbarkeitsunterschied zwischen  den  drei  unterschiedlichen  Zinkverbindungen.  Auch  hier  zeigte  der Mann‐Whitney‐Test  einen hochsignifikanten Verfügbarkeitsunterschied  zwischen ZnEDTA und Zinkchlorid, und einen  signifikanten Unterschied  zwischen ZnEDTA und Zinksulfat. Alle Zinkverbindungen waren gut verfügbar (>50%), ZnEDTA war am besten verfügbar (>80%), knapp darunter lagen ZnSO4 und ZnCl2.  Einige  der  eingesetzten  halbfesten  Schwermetall‐Nährmedien  zeigten  nach  dem Autoklavieren  eine  verminderte  Verfestigung.  In  Tab.  5.6.  sind  die  unzureichend gelierten Ansätze angeführt. 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Tab.5.6.: Eingesetzte Schwermetallverbindungen und ihr Verfestigungsgrad nach dem Autoklavieren. + = fest, ‐ = flüssig bis mäßig fest Mittels  Chi‐Quadrat‐Test  konnte  ein  Zusammenhang  zwischen  des Verflüssigungsgrads  des  Nährmediums  und  der  zugeführten Schwermetallkonzentration  untersucht  werden.  Zinkchlorid,  Zinksulfat  und Nickelsulfat  zeigten  einen  signifikanten  Medienkonsistenzunterschied  zwischen den  beiden  Schwermetallkonzentrationen.  Bleiacetat,  Natriumarsenat  und ZnEDTA zeigten keinen signifikanten Unterschied in den Konsistenzen.   
5.3.2. Kultivierung auf Schwermetallmedien Zur  Untersuchung  der  Schwermetallakkumulation  durch  T.  caerulescens  wurden Nährmedien  mit  10  mMol  ZnEDTA  bzw.  10  mMol  ZnSO4  versetzt.  Die Schwermetallkonzentration  wurde  so  gewählt,  dass  der  Anteil  der  verfügbaren Metalle  ähnlich hoch  ist wie  am Naturstandort.  Zum Einsatz  kam das  optimierte Nährmedium nach Nitsch & Nitsch  in  vollkonzentrierter Form  (1N),  pH 4,8,   mit  einem  Saccharosegehalt  von  1%  (vgl.  Kap.  5.2.).  Für  halbfeste  Medienansätze wurde  1%  Agar  verwendet,  für  Flüssigkulturen  kamen  wieder  Faltenfilter  zum Einsatz.  Die  ZnEDTA‐,  sowie  ZnSO4‐Agarmedien  zeigten  eine  verminderte Verfestigung  nach  dem  Autoklavieren.  Pro  Zinkverbindung  wurden  10 Wiederholungen angesetzt.  
Schwermetall­
Verbindung 
Konzentration [mMol]  Mediumverfestigung 
nach Autoklavieren ZnEDTA  2  + ZnEDTA  20  ‐ (A) ZnCl2  2  ‐ (GR) ZnCl2  20  ‐ (A), ‐ (GR) ZnSO4  2  ‐ (A), ‐ (GR) ZnSO4  20  ‐ (A) NiSO4  2  + NiSO4  20  ‐ (GR) Pb(CH3COO)2  2  ‐ (GR) Pb(CH3COO)2  20  ‐ (GR) Na3AsO4  2  + Na3AsO4  20  + Kontrolle  0  + 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Innerhalb  des  achtwöchigen  Kultivierungszeitraums  wurden  die  Pflanzen wöchentlich  nach  den  Parametern  Größenzuwachs  und  Vitalität  evaluiert.  Der Größenzuwachs  wurde  wöchentlich  gemessen,  die  Vitalität  wurde  anhand  der Entwicklungskriterien  Blattform,  Blattpigmentierung,  Rosettenbildung  und Wurzelentwicklung  evaluiert  und  alle  Parameter  mit  den  Kontrollansätzen verglichen. Die  folgende  Wachstumskurve  (Abb.5.27.)  zeigt,  daß  sich  die  durchschnittlich größten  Pflanzen  auf  Kontrollmedium  ohne  Schwermetallgehalt  entwickelten. Vergleicht  man  die  Schwermetallansätze,  so  wuchsen  auf  Agarmedium  mit Zinksulfat die größten Pflanzen, gefolgt von Ansätzen mit ZnEDTA. Aufgrund der verminderten Verfestigung  der  ZnEDTA‐Medien  kam  es  bei  50% der Ansätze  zu einem  Einsinken  und  Absterben  der  Pflanzen.  ZnSO4‐Medien  zeigten  eine  etwas bessere Verfestigung und daher kam es nicht zu einem Einsinken der Pflänzchen. Bei den Flüssigmedium‐Ansätzen mit ZnEDTA konnte innerhalb der Kulturperiode eine Absterberate von 90% beobachtet werden (Abb.5.33., dritte Bildreihe).  
Abb.5.27.: Wachstumskurven der Schwermetall‐Ansätze innerhalb der achtwöchigen Kultivierungsdauer 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Die einzige  in Flüssigkultur vitale Pflanze entwickelte  ihr Wurzelsystem direkt  in das  Flüssigmedium und nicht wie bei den letalen Pflanzen auf dem Faltenfilter. Ein vergleichender Ansatz mit 10 mM blauem Kupfersulfat (ohne Inokulierung) zeigte eine Ausfällung des Kupfers auf dem Faltenfilter (Abb.5.28.). Daraus lässt sich auf eine  Anreicherung  und  somit  einer  Konzentrierung  des  Schwermetalls  auf  dem Faltenfilter schliessen. 
 
Abb.5.28.: Ausfällung des CuSO4 am Faltenfilter (Pfeile) aus dem Flüssigmedium  (Konzentration 10 mM) nach achtwöchiger Inkubation unter Kulturbedingungen  Ein  einfaktorieller  ANOVA‐Test  zeigte  bezüglich  der  Sprossgröße  einen hochsignifikanten Unterschied zwischen den drei Schwermetallansätzen (ZnEDTA in Agarmedium, ZnEDTA in Flüssigmedium und ZnSO4  in Agarmedium). Mit Hilfe des Mann‐Whitney‐Tests konnte gezeigt werden, dass zwischen der Kontrolle und ZnEDTA‐Ansätzen  (sowohl  Agar‐  als  auch  Flüssigmedium)  ein  hochsignifikanter Größenunterschied  gegeben  ist,  nämlich:  ZnEDTA‐Ansätze  auf  Agar  waren hochsignifikant kleiner als Kontrollansätze. Ein Vergleich von Kontroll‐ und ZnSO4‐Ansätzen  zeigte  keinen  signifikanten  Sprossgrößenunterschied. Daraus  lässt  sich schliessen,  dass  Pflanzen  auf  ZnSO4‐Medium  mehr  oder  weniger  gleiches Wachstum zeigen wie auf Kontrollmedium. 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Bei Betrachtung der  Sprossvitalität  ist wiederum zu  erkennen,  dass Pflanzen auf Kontrollmedium die beste Entwicklung zeigen, gefolgt von Pflanzen auf halbfestem ZnSO4‐Medium  (Abb.5.29.).  Ein  einfaktorieller  ANOVA‐Test  zeigte  einen hochsignifikanten  Vitalitätsunterschied  zwischen  den  unterschiedlichen Schwermetallverabreichungen  (ZnEDTA  in  Agar‐  und  Flüssigmedium,  ZnSO4  in Agarmedium).  Mit  Hilfe  des  Mann‐Whitney‐Tests  konnte  ein  hochsignifikanter Vitalitätsunterschied zwischen Kontrolle und beiden ZnEDTA‐Ansätzen (Agar‐ und Flüssigkultur), und ein signifikanter Unterschied zwischen Kontrolle und ZinkSO4‐Ansätzen evaluiert werden. Die negative Beurteilung der ZnEDTA‐Flüssigkulturen (da  90%  der  Pflanzen  abgestorben)  führte  erwartungsgemäß  zu  einem hochsignifikanten  Vitalitätsunterschied  zwischen  Flüssigmedium  und Agarmedium. Der Vitalitätsunterschied zwischen ZnEDTA‐ und ZnSO4‐Agarmedien war nicht signifikant. 
 
Abb.5.29.: Sprossvitalit der untersch. Schwermetallansätze nach achtwöchiger Kultivierung. Vitalitätsevaluierung: 1= sehr vitaler Spr.., 2= vitaler Spr., 3= durchschnittlich vitaler Spr.,4 = schlecht entwickelter Spr. , 5 = sehr schlecht entwickelter bis nekrotischer Spr. (SPSS 17.0)  Die  Evaluierung  der  Wurzelzahl  und  –vitalität  zeigte  eine  bessere Wurzelentwicklung  auf  ZnEDTA‐Agarmedium  als  auf  ZnSO4‐Agarmedium (Abb.5.30.  und  Abb.5.31.).  Dies  konnte  auch  mittels  Kruskal‐Wallis‐Test  mit hochsignifikantem Ergebnis bestätigt werden. 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Abb.5.30.: Wurzelvitalität der Schwermetallansätze nach achtwöchiger Kultivierung. Vitalitätsevaluierung: 1= sehr vitale Wu., 2= vitale Wu., 3= durchschn. vitale Wu., 4 = schlecht entwickelte Wu. , 5 = sehr schlecht entwickelte bis nekrotische Wu. (SPSS 17.0)  
 
Abb.5.31.: Wurzelzahl der Schwermetallansätze nach achtwöchiger Kultivierung (SPSS 17.0) 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Abb.5.32.  zeigt  die  Trockenmasseproduktion  in  den  unterschiedlichen Schwermetallmedien.  Pflanzen  in  Zinksulfat‐Medium  produzierten  etwas  mehr Trockenmasse  als  Pflanzen  in  ZnEDTA‐Medium.  Der  Trockenmasseunterschied war nicht signifikant.  
 
Abb.5.32.: Trockenmasseproduktion in unterschiedlichen Zinkmedien nach achtwöchiger Kultivierung (SPSS 17.0) 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Die  folgenden  Bilder  (Abb.5.33.)  zeigen  die  Schwermetallansätze  nach achtwöchiger  Kultivierung  auf  unterschiedlichen  Schwermetallmedien.  In  der zweiten  Bildreihe  ist  zu  erkennen,  dass  Pflanzen  auf  Zinksulfat  grösseres Wachstum  zeigen  als  auf  ZnEDTA‐Agarmedium.  Die  dritte  Bildreihe  zeigt  die abgestorbenen Pflanzen auf ZnEDTA‐Flüssigkultur mit Faltenfilter. 
 
Abb.5.33.: T. caeurulescens nach achtwöchiger Kultivierung auf unterschiedlichen Schwermetallmedien. 1. + 2. Bildreihe = Agarmedium,  3. Bildreihe = Flüssigkultur mit Faltenfilter 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5.3.3. Pflanzenextrakte Nach  der  achtwöchigen  Kultivierung  auf  Schwermetallmedium  (1N,  pH  4,8,  1% Saccharose, 1% Agar) wurden aus den Pflanzen Königswasserextrakte hergestellt (vgl.  Kap.  4.3.1.)  und  mittels  ICP‐MS  auf  ihren  Schwermetallgehalt  gemessen. Pflanzen  in den Ansätzen KÖ 1‐ KÖ 10 wurden auf Medium mit 10 mM ZnEDTA kultiviert, Ansätze KÖ 11 – KÖ 20 auf Medium mit 10 mM ZnSO4. Die Messung der Pflanzenextrakte führte zu den in Tab.5.7. aufgelisteten Ergebnissen, welche in μg Zinkgehalt pro Gramm Trockenmasse dargestellt sind.   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tab.5.7.: Zinkakkumulation in T. caerulescens nach achtwöchiger Kultivierung auf Schwermetallmedium (1N, pH 4,8, 1% Sacch., 1% Agar). Zinkgehalte und Zinkgehalt‐Mittelwerte ± Standardabweichung (Stabw.) in µg pro Gramm Trockenmasse (SPSS 17.0)  Die  Messergebnisse  zeigten  keine  Normalverteilung.  Mittels  Mann‐Whitney‐Test konnte zwischen ZnEDTA‐ und ZnSO4‐Ansätzen ein hochsignifikanter Unterschied in den Zinkgehalten ermittelt werden. Es konnte keine Akkumulation von ZnEDTA in  den  Pflanzen  festgestellt  werden.  ZnSO4  wurde  mit  einem  Mittelwert  von 12669,41  μg/g  Trockenmasse  aufgenommen.  Bemerkenswert  sind  die  hohen Konzentrationsunterschied zwischen den Individuen. 
Nr.  Schwermetall (SM)  SM­Konzentration [mM]  μg SM/g TM KÖ 1  ZnEDTA  10  0,00 KÖ 2  ZnEDTA  10  0,00 KÖ 3  ZnEDTA  10  0,00 KÖ 4  ZnEDTA  10  0,00 KÖ 5  ZnEDTA  10  0,00 KÖ 6  ZnEDTA  10  0,00 KÖ 7  ZnEDTA  10  0,00 KÖ 8  ZnEDTA  10  0,00 KÖ 9  ZnEDTA  10  0,00 KÖ 10  ZnEDTA  10  0,00 
Mittelwert: 0,00  KÖ 11  ZnSO4  10  33221,41 KÖ 12  ZnSO4  10  34174,81 KÖ 13  ZnSO4  10  10147,57 KÖ 14  ZnSO4  10  9978,55 KÖ 15  ZnSO4  10  6374,91 KÖ 16  ZnSO4  10  6528,55 KÖ 17  ZnSO4  10  6094,17 KÖ 18  ZnSO4  10  5648,99 KÖ 19  ZnSO4  10  7123,97 KÖ 20  ZnSO4  10  7401,21 
Mittelwert ±  Stabw.: 12669,41  
±  11189,40 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Abb.5.34.: Zinkakkumulation in T. caerulescens nach achtwöchiger Kultivierung auf Schwermetallmedium (1N, pH 4,8, 1% Sacch., 1% Agar) mit 10 mM ZnEDTA bzw. 10mM ZnSO4. Zn‐Gehalt in µg pro Gramm Trockenmasse (SPSS 17.0)  Der  Pearson‐Test  zeigte  keine  signifikante  Korrelation  zwischen Trockenmasseproduktion  und  Schwermetallaufnahme,  d.h.,  es  kommt  durch  die Schwermetallaufnahme  zu keiner Verminderung des  Sprosswachstum. 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6.  Diskussion 
6.1.  Allgemein Im  Rahmen  dieser  Masterarbeit  wurde  mit  dem  Modellorganismus  Thlaspi 
caerulescens (Brassicaceae) gearbeitet. Diese Art besiedelt in der Natur ein weites Spektrum  an  schwermetallkontaminierten  Lebensräumen  und  reichert  in  ihrem Vegetationskörper  die  Schwermetalle  Zink,  Cadmium und Nickel  an  (Prasad  and Hagemeyer  1999).  Dank  ihrer  Verbreitung  und  ihrer  bemerkenswert  hohen Schwermetalltoleranz ist T. caerulescens ein ideales System zur Untersuchung von Schwermetallstress; entsprechend existiert bereits eine reiche Literatur über diese Art  (Assunção,  Schat  et  al.  2003;  Milner  and  Kochian  2008).  Die  nahe Verwandtschaft  mit  Arabidopsis  thaliana  garantiert  zudem  eine  gute Vergleichbarkeit  mit  einer  sensitiven  Modellpflanze  und  ermöglicht  eine weitergehende Interpretation der Ergebnisse. In dieser Arbeit wurde versucht, folgende Fragen zu beantworten: 
- Welche  Kulturbedingungen  sind  für  ein  optimales  Wachstum  von  T. 
caerulescens erforderlich?  Dies  umfasste  die  Sterilisation  des  Pflanzenmaterials  sowie  die  Keimung und das Wachstum in vitro. 
- Auf welche Weise können Schwermetalle in vitro angeboten werden? Hier kamen sowohl Flüssig‐  als auch halbfeste Kulturmedien zum Einsatz; auf  optimalem  Medium  wurden  mehrere  Arten  der Schwermetallverabreichung verglichen. 
- Wieweit sind die angebotenen Schwermetalle für die Pflanze verfügbar?  Die  Verfügbarkeit  konnte  bei  dem  Hyperakkumulator  T.  caerulescens sowohl über die Aufnahme als auch die Wasserextraktabilität quantifiziert werden.   
T. caerulescens bewohnt ein weites Spektrum konkurrenzarmer Lebensräume und erträgt  starken  edaphischen  Stress,  u.  a.  toxische  Gehalte  an  Schwermetallen (Brooks 1998; Schat, Llungany et al. 2000). T. caerulescens wird daher regelmäßig auf primären Schwermetallstandorten wie Galmei‐Böden, aber auch auf Erzhalden 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oder  in  Lebensräumen,  wo  durch Wind  und Wasser  Schwermetalle  eingetragen werden, gefunden.  Im  Gegensatz  zu  vielen  anderen  Metallophyten  schliesst  T.  caerulescens Schwermetalle nicht aus, sondern nimmt sie über die Wurzel auf und speichert sie im Spross. Da die Schwermetallgehalte oft 100‐300 Mal höher liegen als in Nicht‐Metallophyten, wird T. caerulescens zu den Hyperakkumulatoren  gezählt (Brooks 1998).  Die höchsten Schwermetallgehalte werden in den Rosettenblättern erreicht, wobei hier  das  Schwermetall  besonders  in  der  Epidermis,  weniger  im  Mesophyll akkumuliert wird. Auf zellulärem Niveau  ist die Lokalisierung der Schwermetalle noch  umstritten.  Ein  Teil  dürfte  adsorbtiv  an  saure  Gruppen  der  Zellwand gebunden sein. Ein noch größerer Teil wird vermutlich  in die Vakuole  importiert und dort als ungiftiges Malat‐, oder Phytochelatin‐Komplex gebunden (Assunção, Schat et al. 2003).   Sogar  im  lebenden Cytoplasma sind Schwermetalle zu  finden. Um  Proteine  und  andere  Bestandteile  des  Plasmas  zu  schützen,  werden  die Schwermetall‐Ionen  auch  hier  komplexiert  (Clemens,  Palmgren  et  al.  2002; Assunção, Schat et al. 2003). Bemerkenswerterweise  sind  toxische  Schwermetalle  für  T.  caerulescens  nicht unbedingt  ein  Stressfaktor.  Durch  ihr  langsames  Wachstum  ist  die  Pflanze  an Normalstandorten  nicht  konkurrenzfähig.  Ausserdem  werden  Schwermetalle  so effizient gebunden, dass bei einer geringen Schwermetallverfügbarkeit Mangel an essentiellen Spurenelementen wie Zink auftreten kann. Es wird vermutet, dass T. 
caerulescens  durch  seinen  hohen  Schwermetallgehalt  für  Pflanzenfresser ungeniessbar  wird.  Möglicherweise  ist  die  Schutzfunktion  neben  der Nischenbesetzung sogar die Ursache für die Anreicherung von Schwermetallen im Spross (Jhee, Dandridge et al. 1999; Pollard, Dandridge et al. 2000). Die  Hyperakkumulation  von  Schwermetallen  ist  nicht  nur  für  die Grundlagenforschung  von  Interesse,  sondern  auch  von  eminenter sozioökonomischer Bedeutung. Große Gebiete wurden durch metallverarbeitende Betriebe mit  Schwermetallen  kontaminiert. Man hofft,  durch Hyperakkumulator‐Pflanzen Schwermetalle aus dem Boden herausziehen und nach Ernte der Pflanzen entsorgen zu können. Diese Technik wird Phytoremediation genannt (Cunningham, 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Berti  et  al.  1995;  Macek,  Pavlikova  et  al.  2004).  T.  caerulescens  und  andere Hyperakkumulator  Spezies,  oder  ihre  Gene,  sollen  zur  Nutzung  in  der 
Phytoextraktion  und  Phytomining  herangezogen  werden  (Lasat  2002).  T. 
caerulescens selbst bietet zwar zu wenig Biomasse um Böden von Schwermetallen befreien zu können, es dient jedoch als ideales Modellsystem um den Mechanismus der Hyperakkumulation zu untersuchen und die beteiligten Gene zu identifizieren. Eine  genetische  Transformation  von  T.  caerulescens  mittels  Agrobacterium 
tumefaciens Infektion und einer anschliessenden Kultivierung transgener Sämlinge wurde bereits etabliert (Guan, Chai et al. 2008; Chai, Guan et al. 2009). Als Endziel erwartet  man  transgene  Formen  großer,  schnellwüchsiger  Pflanzen,  die ausreichend  Schwermetalle  anreichern  um  zumindest  leicht  und  mittelbelastete Böden zu sanieren (Ernst 1996; Macek, Pavlikova et al. 2004).   
6.2.  In Vitro ­ Kultur Die  in  vitro  ‐  Kultur  von  Pflanzen  oder  Pflanzenzellen  ist  ein  unverzichtbares Instrument der modernen Pflanzenbiologie. U. a. können die Versuchsobjekte hier unter  kontrollierten  Bedingungen  beliebigen  Stressfaktoren  ausgesetzt  und  ihre Auswirkungen studiert werden. Das  Grundprinzip  der  in  vitro  –  Kultur  besteht  darin,  dass  Pflanzen  oder Pflanzenteile  sterilisiert  und  anschliessend  auf  einem  künstlichen  Nährmedium kultiviert  werden.  Über  die  Zusammensetzung  des  Nährmediums  kann  die Versorgung  mit  Mineralstoffen,  Spurenelementen,  Vitaminen  sowie  die Verfügbarkeit von Wasser reguliert werden. Die Zugabe von Hormonen ermöglicht die  Steuerung  der  Organogenese,  Zelldifferenzierung  und  zahlreicher physiologischer  Prozesse.  Durch  die  Aufstellung  in  klimatisierten  Kulturräumen können  auch  Temperatur  und  Lichtklima  exakt  kontrolliert  werden.  Die Etablierung eines optimalen in vitro – Protokolls ist aufwendig und nimmt viel Zeit in  Anspruch.  Die  künstliche  Umgebung  für  Pflanzen  ‚im  Glas’  stellt  immer  eine unnatürliche, von biotischen Einflüssen abgeschirmte, Wachstumsbedingung dar.  Die Wirkung toxischer Schwermetalle auf Pflanzen ist ein wesentliches Teilgebiet der  Stressphysiologie.  Die  Aufnahme  von  Schwermetallen  wie  Nickel,  Zink  und Cadmium  wurde  sowohl  am  Naturstandort  als  auch  in  Hydrokultur  intensiv 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untersucht.  Beide  Methoden  haben  jedoch  große  Nachteile:  Am  Naturstandort kann  zwar  problemlos  die  Gesamtkonzentration  an  Schwermetallen  im  Boden bestimmt werden, ihre Verfügbarkeit für Pflanzen ist jedoch nur schlecht bekannt und  kaum  reproduzierbar  (Ernst  1996).  In  Hydrokultur  könne  Schwermetalle zwar  in  definierter  Menge  verabreicht  werden,  doch  eignet  sich  diese  Technik kaum  zur  Kultur  von  Keimpflanzen,  isolierten  Pflanzenorganen,  Kalli  oder  gar Einzelzellen.  In  vitro  hingegen  können  Pflanzen  in  beliebiger  Form  kultiviert werden.  Die  Bioverfügbarkeit  der  Schwermetalle  im  Nährmedium  konnte allerdings erst im Rahmen dieser Masterarbeit evaluiert und reproduziert werden. Allerdings  ist die  in vitro  – Kultur von   Pflanzen sehr viel  schwieriger als  jene  in Erde  oder  Hydrokultur;  beinahe  jeder  Faktor  (Makro‐,  Mikronährstoffe, Wasserverfügbarkeit, pH‐Wert, Kohlenstoffangebot, etc.) muss für jede Pflanzenart einzeln definiert  und optimiert werden,  um ein  gutes Wachstum  sicherzustellen. Darüber hinaus musste die Bioverfügbarkeit  von Schwermetallen  in künstlichem Nährmedium unter den gewählten Kulturbedingungen quantifiziert werden.  Als  Ausgangsmaterial  für  die  in  vitro  Kultivierung  dienten  Samen  von  T. 
caerulescens, die auf einem Galmei‐Standort bei Ramingstein im Murtal gesammelt wurden.  Dieser  Ökotyp  ist  an  Zink‐,  Blei‐  und  Cadmium‐Belastung  angepasst (Aigner 2005). Die Vorteile  in der Verwendung von Samen  lagen darin,  dass mit einem definiertem Ökotyp von T. caerulescens gearbeitet werden konnte, dass die Pflanze  reichlich  Samen  produziert  und  daher  genügend  Ausgangsmaterial vorhanden  war,  Samen  im  Allgemeinen  in  vitro  leichter  zu  etablieren  sind,  da Sterilisation und Überführung in die Gewebekultur leichter funktionieren als mit in 
vivo Pflanzen bzw. Pflanzenteilen (George 2008).  Um in vitro optimale Keimraten zu erzielen, wurden die folgenden Methoden angewendet: 
Brechen der Keimruhe durch Hormonbehandlung Hier zeigte sich die beste Keimrate durch eine 24‐stündige Hormonvorbehandlung der  Samen  mit  Gibberelinsäure  (GA)  (vgl.  Kap.  4.2.2.).  GA  fördert  die Samenkeimung durch Induktion der hydrolytischen Enzyme wie α‐Amylasen und Proteasen, dadurch wird eine Mobilisierung des Endosperms gefördert (Moshkov, Novikova et al. 2008). In einer vergleichenden in vitro – Multiplikation von Xu et al. (2008)    wurde  allerdings  keine  GA  zur  Förderung  der  Samenkeimung  bei  T. 
caerulescens eingesetzt und die Keimrate war dennoch ausreichend hoch. 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Oberflächensterilisation mit Wasserstoffperoxid Die Anwendung  einer  3% Wasserstoffperoxidlösung  zur Oberflächensterilisation der  Samen  führte  zu  den  höchsten  Keim‐  und  den  niedrigsten Kontaminationsraten.  H2O2  ist  flüchtig,  daher  wurden  Samen  nach  erfolgter Oberflächensterilisation  nur  ein Mal mit  sterilem Wasser  gespült.  So  verringerte sich  der  Arbeitsaufwand  und  die  Gefahr  einer  Kontamination  nach  der Sterilisation.  Xu  et  al.  (2008)  verwendeten  Ethanol  und  Quecksilberchlorid,  was nach erfolgter Oberflächensterilisation 5 mal gewaschen werden musste.  
Keimmedium nach Murashige & Skoog in halber Konzentration (MS/2) Das  Basismedium  nach  Murashige  &  Skoog  (MS‐Medium)  wurde  in  halber Konzentration  (MS/2)  angewendet  und  zeigte  die  höchsten Keimraten  (vgl.  Kap. 4.2.2.).  Ein Agargehalt  von 1%  im Medium  führte  zu  einer  höheren Keimrate  im Vergleich  zu  Medien  mit  1,5%  Agargehalt.  Dies  ist  auf  eine  niedrigere Wasserverfügbarkeit  bei  erhöhter  Agarmenge    zurückzuführen.  Der Saccharosegehalt wurde mit 1% relativ niedrig gewählt, vergleicht man es mit der Arbeit  von  Xu  et  al.  (2008),  in  der  3%  Saccharose  im  Keimmedium  eingesetzt wurden.  Generell können Samen von T. caerulescens nur maximal 18 Monate zur Keimung verwendet werden,  da Keimversuche  auf  feuchtem Filterpapier  zeigten,  dass  die Keimfähigkeit  bereits  nach  12  Monaten  sinkt  und  Samen  nach  24  Monaten Lagerung nicht mehr keimfähig sind.  Nach  erfolgter  Keimung  in  vitro  wurden  die  Sämlinge  in  neue  Kulturgefäße überführt,  in  denen  das  Subkultivierungsmedium  in  den  folgenden  Parametern optimiert wurde: 
Angebot an Makronährelementen  Durch  Reaktionsvergleich  der  Versuchspflanzen  auf  unterschiedlich zusammengesetzte  Basismedien  nach  Murashige  &  Skoog,  Nitsch  &  Nitsch  und Gamborg  et  al.  in  unterschiedlicher  Verdünnung  konnte  das  vollkonzentrierte Basismedium  nach  Nitsch  &  Nitsch  als  optimales  Medium  definiert  werden.  Die Evaluierung  wurde  anhand  der  Kriterien  Wachstumsfortschritt  und Allgemeinzustand  durchgeführt  (vgl.  Kap.  5.2.1.).  Die  Grössen‐  und Vitalitätsunterschiede der Pflanzen auf den unterschiedlichen Medien wurden mit 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einem  einfaktoriellen  ANOVA  Test  überprüft  und  waren  nicht  signifikant.  Dies lässt  sich durch die  starke Anpassungsfähigkeit  von T.  caerulescens  erklären. Die Pflanze ist in der Lage, mit unterschiedlichsten Nährstoffangeboten auszukommen und  zu  überleben.  Vergleicht  man  den  Ionengehalt  der  Medien  (Tab.6.1.)  so  ist erkennbar, dass das MS‐Medium mehr als doppelt soviel Stickstoff enthält als die beiden  anderen  Medien.  Es  wäre  daher  möglich,  dass  dieses  Medium  zu nährstoffreich  für  die  Pflanze  ist, welche  an  einen  sehr  nährstoffarmen  Standort angepasst  ist,  und  die  Pflanze  daher  kein  optimales  Wachstum  auf  MS‐Medium zeigte. Vergleicht man den Zinkgehalt der unterschiedlichen Medien, so zeigt sich der  höchste  Gehalt  im  1N‐Medium  –  es  liegt  daher  die  Vermutung  nahe,  dass T. 
caerulescens einen erhöhten Zinkbedarf hat, um optimal wachsen zu können. 
MEDIUM 
Murashige & 
Skoog (1MS) volle  Konz.  Nitsch & Nitsch (1N) volle Konz.  Gamborg et al. (1G) volle Konz. 
Bestandteil  Konz. [mg/l]   Konz. [mg/l]  Konz. [mg/l] 
Makroelemente       KNO3  1900,0  950,0  2500,0 NH4NO3  1650,0  720,0  ‐ (NH4)2SO4  ‐  ‐  134,0 NaH2PO4.H2O  ‐  ‐  150,0 KH2PO4  170,0  68,0  ‐ CaCl2.2H2O  440,0  220,0  150,0 MgSO4.7H2O  370,0  185,0  250,0 N‐total [mmol/l]  60,017  27,385  26,756 P‐total [mmol/l]  1,249  0,500  1,087 K‐total [mmol/l]  20,042  9,897  25,815 
Mikroelemente       FeSO4.7H2O  27,8  27,8  27,8 MnSO4.4H2O  22,3  25,0  13,2 ZnSO4.7H2O  8,6  10,0  2,0 H3BO3  6,2  10,0  3,0 KI  0,83  ‐  0,75 CuSO4.5H2O  0,025  0,025  0,025 Na2MoO4.2H2O  0,25  0,25  0,25 CoCl2.6H2O  0,025  ‐  0,025 Na2EDTA  37,3  37,3  37,3 
Tab.6.1: Übersicht über die Makro‐ und Mikronährelemente der eingesetzten Nährmedien (Pierik 1987) 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In der vergleichenden Arbeit von Xu et al. (2008) wurden keine unterschiedlichen Basismedien  angewendet.  Es  kam  vollkonzentriertes  MS‐Medium  mit unterschiedlichen  Auxin,  Cytokinin  und  GA‐Konzentrationen  zum  Einsatz.  Zur Subkultivierung wurden Sprossexplantate inokuliert – hierbei wurden die Wurzeln vor  dem  Umsetzen  entfernt.  Für  Schwermetallaufnahme‐Untersuchungen  ist  die Erhaltung der Wurzeln jedoch unbedingt notwendig. Das im Rahmen dieser Arbeit gewählte  vollkonzentrierte  Basismedium  nach  Nitsch  &  Nitsch  (1N)  wurde ursprünglich zur Kultur haploider Pflanzen aus Pollenkörnern entwickelt  (Nitsch and Nitsch 1969). Dieses relativ nährstoffarme, simple Medium eignete sich für die Kulivierung von T. caerulescens am besten. Im Allgemeinen werden in der in vitro‐Kultur  primär  vollkonzentrierte  MS‐Medium  und  MS‐Modifizierungen  zur Subkultivierung eingesetzt (Gamborg and Phillips 1995; George 2008). Es liegt die Vermutung  nahe,  dass  Pflanzen,  die  an  nährstoffarme  Umweltbedingungen angepasst  sind,  auf  dem  besonders  nährstoffreichen  MS‐Medium  nicht  optimal wachsen  und  sich  auf  einem  nährstoffarmen  Medium  wie  1N  arttypischer entwickeln können.  
pH­Wert Die  pH‐Werte  4,8,  5,8  und  6,8  des  Basismediums  zeigten  keine  signifikanten Unterschiede  für  die  Pflanzenentwicklung  (vgl.  Kap.  5.2.2.).  Für  weitere Schwermetall‐Versuchsreihen  wurde  der  pH‐Wert  des  Kulturmediums  auf  4,8 eingestellt, da ein pH‐Wert im sauren Bereich dem Boden am Naturstandort näher kommt  und  Schwermetalle  im  Allgemeinen  in  sauerem  Milieu  besser  verfügbar sind  (Greger  1999).  Der  Standard  pH‐Wert  für  Kulturmedien  liegt  zwischen  5,5 und  6,0  (Thorpe  2008).  Wird  der  pH‐Wert  bei  halbfesten  Medien  zu  sauer eingestellt,  besteht  die  Möglichkeit  dass  das  Festigungsmittel  nicht  ausreichend polymerisiert und das Medium nicht  fest genug wird. Dieses Problem stellte sich erst nach Zugabe von Schwermetallverbindungen zu Agar‐ bzw. Gelritemedien bei dem gewählten pH‐Wert von 4,8 (siehe Kap. 5.3.1.,Tab. 5.6.). 
Festigungmittel Der  Vergleich  von  halbfesten  und  Flüssigkulturen  zeigte  vollkommen unterschiedliche Pflanzenentwicklungen. Die Versuchspflanzen auf Agar  sowie  in Flüssigkultur  zeigten  arttypische  Wurzel‐,  Spross‐  und  Blattenwicklung.  Die Ansätze auf Gelrite‐Medium zeigten neben leichten Chlorosen eine stark atypische 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Blattentwicklung,  in der sich die Blätter stark  in der Länge einrollten (siehe Kap. 5.2.2., Abb. 5.15.). Gelrite eignete sich daher für die Fragestellungen dieser Arbeit nicht  für  die  Kultivierung  von T.  caerulescens.  Unterschiedliche  Festigungsmittel wurden  in  der  vergleichenden  Arbeit  von  Xu  et  al.  (2008)  nicht  untersucht  und wurden für T. caerulescens erstmals im Rahmen dieser Arbeit evaluiert.  
Kohlenstoffquelle Kohlenhydrate spielen eine wesentliche Rolle in der in vitro Kultur, da sie Energie‐ und  Kohlenstoffquelle,  aber  auch  einen  osmotischen  Wirkstoff  für  die  Pflanze darstellen (Thorpe 2008). Saccharose wird als universelle Kohlenstoffquelle in der Gewebekultur  verwendet,  gefolgt  von  Glukose,  Maltose  und  Raffinose. Versuchsansätze  mit  Glukose  bzw.  Saccharose  im  Medium  zeigten  keinen signifikanten  Grössen‐  und  Vitatlitätsunterschied  (vgl.  Kap.  5.2.2.),  jedoch  einen erwarteten  hochsignifikanten  Unterschied  zu  Ansätzen  ohne  Kohlenstoffquelle. Nach Thorpe (2008)  können nur sehr wenige pflanzliche Zelllinien nach Isolation 
in vitro autotroph kultiviert werden, und das trifft auch auf T. caerulescens zu. 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6.3.  Schwermetallverfügbarkeit 
 
Medienextrakte Die Verfügbarkeit und Wirkung von Schwermetallionen hängt stark vom Milieu ab. Es wurden daher auf den optimierten Kulturmedien (vgl. Kap. 5.2.) mehrere Arten der  Verabreichung  verglichen.  Als  Maßstab  für  die  Bioverfügbarkeit  der Schwermetallionen in künstlichem Nährmedium dienten Wasserextrakte des Agar‐ bzw.  Flüssigmediums.  Zur  Extraktion  wurde  Wasser  gewählt,  da  nur  der bioverfügbare Teil ermittelt werden sollte, und es keine genauen Kenntnisse über Wurzelexudate  wie  organische  Säuren  oder  andere  Stoffe  zur Schwermetallaufnahme bei T. caerulescens gibt (Assunção, Schat et al. 2003; Milner and  Kochian  2008).  Die  Schwermetalle  Zink,  Blei,  Nickel  und  Arsen  kamen  zum Einsatz, die in der AAS und ICP‐MS quantifiziert werden konnten. In Tab.6.2. sind die  eingesetzten  Schwermetalle  und  Konzentrationen  nochmals  aufgeführt  (vgl. Kap. 4.3.1.).  Zink, Nickel und Blei wurden eingesetzt, da diese Schwermetalle am Naturstandort  vorkommen  und  daher  für  diese  Arbeit  besonders  relevant  sind. Blei  fällt  besonders  leicht  aus  bzw.  bildet  es  schwerlösliche  Salze,  die  eine Verfügbarkeit  in  künstlichem  Nährmedium  verändern  können.  Zink  wurde  als Kation  mit  Chlorid  bzw.  Sulfat  als  Gegenion,  sowie  als  Komplex  mit  EDTA eingesetzt,    um  die  Wirkung  dieser  unterschiedlichen  Zink‐Verbindungen  zu untersuchen  und  zu  vergleichen.  Arsen  wurde  als  Beispiel  für  ein  Anion verwendet, das daher eine andere Bindung zeigt als die eingesetzten Kationen.         
Schwermetall­Verbindung  Konzentration [mMol] ZnEDTA  2  ZnEDTA  20 ZnCl2  2 ZnCl2  20 ZnSO4  2 ZnSO4  20 NiSO4  2 NiSO4  20 Pb(CH3COO)2  2 Pb(CH3COO)2  20 Na3AsO4  2 Na3AsO4  20 Kontrolle  0 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Tab.6.2.:   Eingesetzte Schwermetallverbindungen und Konzentrationen im Kulturmedium  Aus der Tab.6.2.  ist  ersichtlich, dass unterschiedliche Schwermetallverbindungen zum  Einsatz  kamen:  Kationen  mit  Chlorid,  Sulfat  bzw.  Azetat  als  Gegenion; Komplexe mit  EDTA  und  Anionen mit  Natrium  als  Gegenion.  Am  Naturstandort werden etwa 10 mM pflanzenverfügbares Zink gefunden. Da allgemein von einer starken Bindung  von  Schwermetallionen  an Agar  ausgegangen wird, wurde  eine Gesamtkonzentration  von  20  mM  gewählt,  um  eine  ähnliche  Konzentration  von pflanzenverfügbarem  Zink  zu  erzielen.  Eine  um  den  Faktor  10  geringere Konzentration wurde verwendet, um die Verhältnisse an geringer kontaminierten Standorten zu simulieren. Die o. a. Schwermetalle wurden  in voll konzentriertem 1N‐Medium mit einem pH‐Wert von 4,8 eingebracht. Agarmedien wurden mit 1% Agar  und  1  %  Saccharose  versetzt,  Flüssigmedien  nur  mit  1%  Saccharose  und Faltenfilter.  Nach  sechswöchiger  Inkubation  ohne  Beimpfung  wurden Wasserextrakte aus den Schwermetallmedien hergestellt. Die Wasserextrahierbarkeit der verschiedenen Schwermetallverbindungen in den einzelnen  Medien  sind  in  Abb.6.1.  zusammenfassend  dargestellt.  Aus  den Ergebnissen  der  Nährbödenextrakte  lässt  sich  auf  die  Bioverfügbarkeit  der einzelnen  Schwermetalle  im Medium  schliessen.  Die  Verfügbarkeit  in  halbfesten Medien lag ≥50% für alle Verbindungen und Konzentrationen von Zink, Nickel und Arsen, sowie  für 20 mM Blei,  jedoch niedrig  für 2 mM Blei. Die Schwermetalle  in Flüssigmedium mit  Faltenfilter  zeigten  eine  Verfügbarkeit  <50%, mit  Ausnahme von Nickel und 20mM Blei, sowie 20 mM Arsenat.  Einige Zinkmessungen mittels AAS ergaben Werte Verfügbarkeit  von über 100% (vgl. Kap. 5.3.1.). Diese großen Abweichungen in der Zinkverfügbarkeit sind auf die systembedingte geringe Reproduzierbarkeit der AAS zurückzuführen und konnten daher  nur  in  diesem  Meßsystem,  nicht  aber  bei  Verwendung  von  ICP‐MS,  beobachtet werden. 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Abb.6.1.: Bioverfügbarkeit der untersuchten Schwermetalle in verschiedenen Medientypen. A = Agarmedium (1%) ; GR = Gelritemedium (0,25%); FF = Flüssigkultur m. Faltenfilter. 1N‐Medium, pH 4,8, 1% Saccharosegehalt; grün = verfügbarer Anteil  Aus  den  in Abb.6.1.  angeführten Ergebnissen  lässt  sich  schliessen,  dass Agar  am schwächsten  mit  den  Schwermetallverbindungen  interagiert  und  somit  der Großteil  für  die  Pflanze  verfügbar  bleibt.  Ermittelte  Schwermetallmengen  in Extrakten  aus  Flüssigkulturansätzen  lagen  deutlich  unter  denen  von  halbfesten Medien. Als Grund wäre vorstellbar, dass die als mechanische Stütze fungierenden Faltenfilter die Schwermetalle binden oder diese auf ihnen auskristallisieren, und 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die Konzentration  somit  im Flüssigmedium absinkt. Eine blaue Auskristallisation am Faltenfilter konnte bei dem vergleichenden 10 mM CuSO4‐Ansatz  (siehe Kap. 5.3.2., Abb. 5.27) nach achtwöchiger Inkubation bestätigt werden.  
Kultivierung auf Schwermetallmedien Die Reaktion der Versuchspflanzen auf Schwermetallstress wurde mittels 10 mM ZnEDTA  und  ZnSO4  im  optimierten  Kulturmedium  untersucht  und  nach  den Kriterien  Wachstum,  Allgemeinzustand  und  Schwermetallgehalt  evaluiert  (vgl. Kap.  5.3.2.  und  5.3.3.).  Die  oben  angeführten  Schwermetallkonzentrationen wurden so gewählt, dass der Anteil der verfügbaren Metalle ähnlich hoch  ist wie am  Naturstandort  (Aigner  2005).  Der  Schwermetallgehalt  der  Pflanzen  wurde durch AAS an Königswasser‐Auszügen der produzierten Biomasse gemessen.  Nach Assunção (2003)  und Shen et al. (1997)  ist der Bedarf an Zink so stark, dass 
T.  caerulescens,  insbesonders  zinktolerante  Ökotypen,  Symptome  eines Zinkmangels  schon bei  einer  internen Zinkkonzentration zeigen, die  zehn Mal  so hoch ist als die Konzentration internen Zinks in der nichtakkumulierende Pflanzen Zinkmangel‐Symptome  aufzeigen.  In  den  hier  beschriebenen  Versuchen  jedoch entwickelten  sich  die  größten  Pflanzen  auf  Kontrollmedium  ohne  erhöhte Schwermetallkonzentration.  Das  eingesetzte  1N‐Medium  enthält  nämlich  eine deutlich höhere Zinkkonzentration als vergleichbare Medien (vgl. Tab.6.1.) und ist daher  für  die  Kultur  von  Pflanzen  mit  erhöhtem  Zinkbedarf  besonders  gut geeignet.  Vergleicht man  die  Schwermetallansätze,  so wuchsen  auf  Agarmedium mit Zinksulfat die größten Pflanzen, gefolgt von Ansätzen mit ZnEDTA. Aufgrund der verminderten Verfestigung der ZnEDTA‐Medien kam es bei 50% der Ansätze zu einem Einsinken und Absterben der Pflanzen. ZnSO4‐Medien zeigten eine etwas bessere Verfestigung und daher kam es nicht zu einem Einsinken der Pflänzchen. Die Kombination saurer pH‐Wert (4,8) und Schwermetallionen im Kulturmedium führte zu Polymerisationsproblemen des Agars. In weiterer Folge müsste für eine optimale Verfestigung  ein höherer pH‐Wert  eingestellt    oder    ein  geeigneter pH‐Puffer  wie  Trihydroxymethyloaminomethan  (TRIS)  oder  2‐(N‐morpholino)ethansulfonsäure  (MES)  verwendet  werden  (Thorpe  2008).  Dabei muss allerdings die Verfügbarkeit des Zinks im Medium neu überprüft werden. 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Bei den Flüssigmedium‐Ansätzen mit ZnEDTA konnte innerhalb der Kulturperiode eine  Absterberate  von  90%  beobachtet  werden  (vgl.  Kap.  5.3.2.,  Abb.5.33.).  Die einzige  in Flüssigkultur vitale Pflanze entwickelte  ihr Wurzelsystem direkt  in das  Flüssigmedium und nicht wie bei den letalen Pflanzen auf dem Faltenfilter. Es liegt die  Schlussfolgerung  nahe,  dass  eine  Schwermetallapplikation  mittels Flüssigkultur  und  Faltenfiltern  nicht  geeignet  ist,  da  die  beobachtete Konzentrierung  und  Ausfällung  des  Schwermetalls  am  Filter  offenbar  eine wesentlich  höhere  Schwermetallkonzentration  für  die  Pflanzen  ergibt  und  somit toxisch ist (vgl. Kap. 5.3.2., Abb.5.28.). Zwischen  der  Kontrolle  und  ZnEDTA‐Ansätzen  (sowohl  Agar‐  als  auch Flüssigmedium)  ist  ein  hochsignifikanter  Größenunterschied  gegeben.  ZnEDTA‐Ansätze auf Agar waren hochsignifikant kleiner als Kontrollansätze. Ein Vergleich von  Kontroll‐  und  Zinksulfat‐Ansätzen  zeigte  keinen  signifikanten  Unterschied. Daraus  lässt  sich  schliessen,  dass  Pflanzen  auf  Zinksulfat‐Medium  mehr  oder weniger gleiches Wachstum zeigen wie auf Kontrollmedium.  Bei Betrachtung der  Sprossvitalität  ist wiederum zu erkennen, dass Pflanzen auf Kontrollmedium die beste Entwicklung zeigen, gefolgt von Pflanzen auf halbfestem Zinksulfat‐Medium (vgl. Kap. 5.3.2., Abb.5.29.). Mit Hilfe des Mann‐Whitney‐Tests konnte ein hochsignifikanter Vitalitätsunterschied zwischen Kontrolle und beiden ZnEDTA‐Ansätzen,  und  ein  signifikanter  Unterschied  zwischen  Kontrolle  und Zinksulfat‐Ansätzen  evaluiert  werden.  Die  Evaluierung  der  Wurzelzahl  und  ‐vitalität  zeigte  eine  hochsignifikant  bessere  Wurzelentwicklung  auf  ZnEDTA‐Agarmedium  als  auf  Zinksulfat‐Agarmedium  (vgl.  Kap.  5.3.2.,  Abb.5.30.  und Abb.5.31.).  Ein  Grund  für  die  stärkere  Wurzelentwicklung  wäre  ein  Suchen  der Pflanze  nach  Zink  im  Substrat.  Wie  später  genauer  erläutert  kam  es  zu  keiner Schwermetallaufnahme  bei  Verabreichung  von  ZnEDTA.  Komplexiertes  ZnEDTA ist daher offensichtlich  für T.  caerulescens  nicht  verfügbar, und die Pflanze  sucht nach  Zink,  indem  sie mehr Wurzelmasse  produziert. Whiting  (2000)    zeigte mit Hilfe  von  Rhizoboxen  tatsächlich  eine  positiven  Tropismus  der  Wurzeln  zu Substrat mit hohem Zinkgehalt. 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6.4.  Pflanzenextrakte 
 
T. caerulescens tolerierte Zinkstress auf Agar, zeigte aber ein rasches Absterben in Flüssigkultur.  Die Wachstumsraten  der  Kontrolle  und  der  ZnSO4‐Ansätze  waren ähnlich, jedoch reduziert auf ZnEDTA‐Agar und stark reduziert in Flüssigkultur mit ZnEDTA. Die Königswasserextrakte wurden mittels ICP‐MS gemessen. Auf 10 mM ZnSO4  wurden  in  vitro  12669,41  ±  11189,40  µg/g  Trockenmasse  akkumuliert (zwischen  7.400  und  33.000  µg/g  Trockenmasse).  Am  natürlichen  Standort  in Ramingstein wurde von Aigner (2005)  eine Aufnahme von 18656,75 ± 4624 µg/g Trockenmasse gemessen (7.240‐29.329 µg/g Trockenmasse) (vgl. Kap. 5.3.3.). Der t‐Test mit einer Stichprobe zeigte, dass  sich die Konzentrationen in vitro und am Naturstandort  nicht  signifikant  unterscheiden.  McGrath  (2006)  ermittelte Zinkgehalte  nach  Kultivierung  in  Erde  zwischen  3100  und  8100  µg/g  Trockenmasse.  Brown  (1995)    fand  Zinkgehalte  von  bis  zu  30  000  µg/g  Trockenmasse von T. caerulescens in flüssigem Nährmedium.  Auffällig  ist  die  hohe  Divergenz  der  Aufnahmeraten,  sowohl  in  vitro  als  auch  in 
vivo.  Messungen  vom  Naturstandort  zeigten  vergleichbare  Schwankungsbreiten wie  Bestimmungen  an  Pflanzen  aus  Erd‐,  Flüssig‐  und  sogar  in  vitro  –  Kulturen. Dies  zeigt  dass  die  unterschiedlichen  Zinkgehalte  am Naturstandort  nicht  durch die  heterogene  Verteilung  von  Schwermetallen  in  Boden  bedingt  sind.  Vielmehr scheint  es  bei  T.  caerulescens  Individuen  mit  genetisch  bedingt  hohem  oder geringem  Aufnahmevermögen  zu  geben,  die  auf  allen  Substraten  das  gleiche Aufnahmeverhalten  zeigen.  Möglicherweise  handelt  es  sich  hier  sogar  um  neue Ökotypen,  die  bisher  nicht  erkannt  wurden,  da  sie  sich  morphologisch  nicht unterscheiden. 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Abb.6.2.: Zinkakkumulation in T. caerulescens nach achtwöchiger Kultivierung auf Schwermetall‐Medium (1N, pH 4,8, 1% Sacch., 1% Agar). Zn‐Gehalt in µg/g Trockenmasse  Der Zusatz von EDTA im Medium inhibierte die Zinkaufnahme und es konnte kein akkumuliertes Zink im Pflanzenkörper nachgewiesen werden (Abb.6.2.). Ähnliche Ergebnisse wurden in Erde gemacht. Kayser et al.   beobachtete eine Reduzierung der Metallaufnahme  von T. caerulescens  in Feldversuchen nach einer Applikation von NTA und EDTA.   Auch McGrath  (2006)    kam zu  ähnlichen Resultaten –  eine Zugabe von EDTA verminderte die Aufnahme von Zink und Cadmium aus der Erde durch die Pflanze Man vermutet,  dass T.  caerulescens die Aufnahme von Zink durch  spezielle  Zn2+‐Transporter in der Wurzel bewerkstelligt (Assunção, Schat et al. 2003; Milner and Kochian 2008). Es  liegt die Vermutung nahe, dass diese Transportproteine ein  in ZnEDTA  komplexiertes  Schwermetall  nicht  erkennen  bzw.  nicht  in  die  Wurzel aufnehmen können. Die geringere Sprossgröße sowie schlechtere Entwicklung von 
T.  caerulescens  auf  ZnEDTA‐Agarmedium würden  für  die  Tatsache  sprechen,  das der Pflanze Zink fehlt und sie an Zinkmangel leidet. 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6.5.   Schlussfolgerungen und Ausblick Im  Zuge  der  vorliegenden  Arbeit  wurde  ein  optimiertes  in  vitro Kultivierungsprotokoll  für  Thlapsi  caerulescens  entwickelt,  das  hohe  Keimraten, arttypisches Wachstum und lange Kultivierung ermöglicht. Ausserdem wurde die Möglichkeit der Schwermetallapplikation auf halbfesten Nährmedien gezeigt und nachgewiesen  dass  Schwermetallaufnahme  in  vitro  in  vergleichbarem  Ausmaß erfolgt wie am Naturstandort.  Durch diese neuen Techniken ergeben sich folgende Anwendungsmöglichkeiten: 
- Die  genaue  Kenntnis  der  in  vitro‐Kultur  ermöglicht  die  Anwendung zahlreicher molekularbiologischer Methoden für den Modellorganismus 
T. caerulescens. 
- Mit  den  hier  entwickelten  Ansätzen  zahlreiche weitere  Schwermetalle und  Schwermetall‐Verbindungen  unter  kontrollierten  Bedingungen getestet werden. 
- Die  Toleranz  gegenüber  Schwermetallen  kann  nicht  nur  an  ganzen Pflanzen, sondern auch an Organen und Einzelzellen getestet werden.  
- Darüber  hinaus  können  in  vitro  noch  zahlreiche  andere pflanzenbezogene  Parameter  erfasst  werden,  wie  etwa Photosyntheseaktivität, rRNA‐Muster, biochemische Stressmarker, etc. 
- Die genaue Kenntnis der Bioverfügbarkeit von Schwermetallen  in vitro ermöglicht zudem Schwermetallstress‐Untersuchungen an Pflanzen, die kaum in Hydrokultur zu halten sind. Erste Versuche in dieser Richtung wurden etwa an Moosen (Wernitznig 2009), Flechten oder terrestrische Algen (Steinhauser, Adlassnig et al. 2009) durchgeführt. 
- Die  kontrollierten  Bedingungen  der  in  vitro  –  Kultur  erlauben  die sichere Identifikation stark bzw. schwach akkumulierender Individuen, was  die Aufklärung der physiologischen und genetischen Unterschiede ermöglicht. 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- Sterile  Pflanzen  können  in  vitro  mit  Reinkulturen  von  Bakterien  oder Pilzen  inokuliert  werden.  Der  Einfluss  von  Symbionten  auf Schwermetallaufnahme und Verfügbarkeit kann so unter kontrollierten Bedingungen untersucht werden (Liu, Zhu et al. 2005; Rathinasabapathi, Raman et al. 2006). 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